Study of elementary inactivation processes acting during sterilization of procaryotic systems in dielectric barrier discharge by Bittnerová, Zuzana
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY
STUDIUM DÍLČÍCH INAKTIVAČNÍCH MECHANISMŮ UPLATŇUJÍCÍCH
SE PŘI STERILIZACI




AUTOR PRÁCE Bc. ZUZANA BITTNEROVÁ
AUTHOR
BRNO 2011
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY
STUDIUM DÍLČÍCH INAKTIVAČNÍCH MECHANISMŮ
UPLATŇUJÍCÍCH SE PŘI STERILIZACI
PROKARYOTNÍCH SYSTÉMŮ V DIELEKTRICKÉM
BARIÉROVÉM VÝBOJI
STUDY OF ELEMENTARY INACTIVATION PROCESSES ACTING DURING STERILIZATION
OF PROCARYOTIC SYSTEMS  IN DIELECTRIC BARRIER DISCHARGE
DIPLOMOVÁ PRÁCE
MASTER'S THESIS
AUTOR PRÁCE Bc. ZUZANA BITTNEROVÁ
AUTHOR
VEDOUCÍ PRÁCE Ing. ZDENKA KOZÁKOVÁ, Ph.D.
SUPERVISOR
BRNO 2011
Vysoké učení technické v Brně
Fakulta chemická
Purkyňova 464/118, 61200 Brno 12
Zadání diplomové práce
Číslo diplomové práce: FCH-DIP0455/2010 Akademický rok: 2010/2011
Ústav: Ústav chemie potravin a biotechnologií
Student(ka): Bc. Zuzana Bittnerová
Studijní program: Chemie a technologie potravin (N2901) 
Studijní obor: Potravinářská chemie a biotechnologie (2901T010) 
Vedoucí práce Ing. Zdenka Kozáková, Ph.D.
Konzultanti:
Název diplomové práce:
Studium dílčích inaktivačních mechanismů uplatňujících se při sterilizaci
prokaryotních systémů v dielektrickém bariérovém výboji
Zadání diplomové práce:
- popis prokaryotních systémů, taxonomie prokaryotních mikroorganismů používaných při plazmových
sterilizacích
- rozbor standardních sterilizačních postupů, popis základních principů plazmové sterilizace
- diagnostika dielektrického bariérového (UV záření, aktivní částice, teplota)
- studium sterilizačních účinků teploty a UV záření přítomných v dielektrickém bariérovém výboji na 
modelové prokaryotní systémy, srovnání výsledků dosažených pro jednotlivé agens s výsledky získanými
při synergickém působení všech agens přítomných ve výboji
Termín odevzdání diplomové práce: 13.5.2011
Diplomová práce se odevzdává ve třech exemplářích na sekretariát ústavu a v elektronické formě
vedoucímu diplomové práce. Toto zadání je přílohou diplomové práce.
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Bc. Zuzana Bittnerová Ing. Zdenka Kozáková, Ph.D. doc. Ing. Jiřina Omelková, CSc.
Student(ka) Vedoucí práce Ředitel ústavu
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -




Předloţená diplomová práce je zaměřena na studium dílčích inaktivačních mechanismů 
uplatňujících se při sterilizaci prokaryotických systémů v dielektrickém bariérovém výboji 
(DBD). Sterilizace je důleţitou biomedicínskou i potravinářskou technologií a plazmová 
sterilizace je jednou z metod, které vyhovují poţadavkům na sterilizaci teplotně senzitivních 
materiálů a materiálů citlivých na chemické látky.  
Pro opracování vzorků byl pouţit dielektrický bariérový výboj pracující za atmosférického 
tlaku. Výboj byl generován v argonu a dusíku, hustota plazmového výkonu pro argon činila 
2725,93 mW cm
–3
, v případě pouţití dusíku to bylo 2325,93 mW cm–3. Jako prokaryotní 
mikroorganismus byla pouţita grampozitivní bakterie Bacillus subtilis a gramnegativní 
bakterie Escherichia coli. Vzorky byly naneseny na filtračním papíře Whatman 1. Byl 
posuzován vliv sterilizačního účinku UV záření, teploty, reaktivních částic a plazmového 
výboje, kde působí tyto agens dohromady. 
Účinky UV záření a teploty byly studovány odděleně. Vliv UV záření byl zjišťován za 
pouţití křemenného skla, jeţ UV záření propouští. Část vzorků byla při opracování zakryta 
sklem, část byla ponechána volně. Vzorky přikryté sklem byly vystaveny působení UV záření 
a teploty (tu nelze eliminovat), vzorky ponechány volně byly vystavené přímému působení 
plazmatu. Z výsledků je patrné, ţe u vzorků zakrytých sklem bylo dosaţeno niţší inaktivace 
neţ u vzorků, které byly vystaveny přímému působení plazmatu. V plazmatu totiţ na vzorky 
působí kromě UV záření a teploty také reaktivní částice. Při studiu vlivu teploty byly nejprve 
pomocí termočlánku změřeny teploty působící mezi elektrodami. Poté byly vzorky 
v termostatu vystaveny působení stejných teplot. Výsledky byly srovnány s výsledky při 
přímé expozici plazmatem a bylo zjištěno, ţe vliv teploty na inaktivaci mikroorganismů je 
velmi malý. 
Pomocí optické emisní spektroskopie byla provedena diagnostika plazmatu. Vzorky 
vystavené působení DBD byly analyzovány za pomoci skenovací elektronové mikroskopie 
(SEM). Bylo sledováno poškození buněčné stěny vlivem plazmatu a účinek plazmatu na 
strukturu papíru, přičemţ bylo zjištěno, ţe buněčná stěna Bacillus subtilis je účinky plazmatu 
poškozena. Ţádné účinky plazmatu na filtrační papír nebyly zjištěny. 
 
Klíčová slova 
Bacillus subtilis, Eschericha coli, plazmová sterilizace, dielektrický bariérový výboj, vliv 
plazmatu, vliv teploty. 
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ABSTRACT 
Presented master’s thesis is focused on the study of the elementary inactivation processes 
acting during sterilization of procaryotic systems in dielectric barrier discharge (DBD). 
Sterilization is an important biomedical and food-industry application and plasma sterilization 
is one of the methods, which are suitable for sterilization of heat and chemical sensitive 
materials. 
Biologically contaminated samples were treated in dielectric barrier discharge operated at 
atmospheric pressure. The discharge was generated in argon and in nitrogen. The plasma 
power density was 2725,93 mW cm
–3
 in argon and 2325,93 mW cm
–3
 in nitrogen. Gram 
positive bacteria Bacillus subtilis and gram negative bacteria Escherichia coli were used as a 
bioindicator. Bacteria were spread onto the surface of Whatman No.1 filtration paper. The 
influence of UV radiation, reactive species, heat and plasma discharge where the synergistic 
function of all of the agents was studied.  
Effects of UV radiation and temperature were studied separately. In order to separate the 
effect of UV radiation generated by DBD the quartz glass transmitting UV radiation was 
employed. During the plasma exposition selected samples were covered with the quartz 
window while other samples were directly exposed to the plasma. Covered samples were 
exposed to UV radiation and temperature (which cannot be eliminated), samples without 
quartz window were directly plasma exposed (treated). Results show that for covered samples 
the lower inactivation was reached than by the samples directly exposed to plasma. When 
studying the effect of temperature, the temperature between the DBD electrodes was 
measured by means of a thermocouple. Afterwards the samples were placed in an oven and 
exposed to the same temperature as was measured between the electrodes. By comparing the 
results of heat treated samples and plasma treated samples it can be assumed that the influence 
of the temperature during the sterilization process in DBD is very low. 
The discharge parameters were studied by means of the Optical Emission Spectroscopy. 
Plasma treated samples were assessed employing Scanning Electron Microscopy (SEM). 
Damage of Bacillus subtilis cell wall due to the effect of plasma was observed while no effect 
of plasma on the structure of filtration paper was detected. 
Keywords 
Bacillus subtilis, Escherichia coli, plasma sterilization, dielectric barrier discharge, plasma 
effect, temperature effect. 
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Mikroorganismy, ţádoucí i neţádoucí, se vyskytují všude v našem okolí. Jejich význam 
v přírodě je obrovský, neboť se podílejí na tvorbě a zachování ţivotního prostředí. Jsou 
schopny rozkládat organické látky, a tím vrací prvky zpět do oběhu. Ve vodních tocích se 
podílí na „samočištění“ vod, čehoţ se průmyslově vyuţívá v čistírnách odpadních vod. 
Některé mikroorganismy prodluţují trvanlivost potravin, coţ lidstvo vyuţívalo jiţ v období 
před naším letopočtem. Dnes se průmyslově činnost mikroorganismů vyuţívá při výrobě 
fermentovaných produktů, organických kyselin, enzymů a ve farmaceutickém průmyslu při 
výrobě antibiotik. Činnost mikroorganismů má však i svá negativa, to se týká především 
patogenních mikroorganismů, které způsobují nejrůznější onemocnění a dále 
mikroorganismů, které způsobují rozklad potravin, textilií, papíru, kůţe či dřeva. Právě tyto 
mikroorganismy jsou neţádoucí a jedna z moţností, jak je eliminovat, je pouţití plazmové 
sterilizace. 
Sterilizací rozumíme proces, při němţ se snaţíme eliminovat všechny pro nás neţádoucí 
formy ţivota. Toho lze dosáhnout fyzikálními nebo chemickými sterilizačními metodami. 
Tyto konvenční sterilizační metody však s sebou přináší jisté nevýhody, jako je toxicita 
pouţívaného sterilizačního média, vysoká teplota ničící nebo poškozující sterilizovaný 
materiál a škodlivé ionizační záření. Tato negativa lze obejít pouţitím plazmatu jako 
sterilizačního prostředku. Plazmová sterilizace přináší naopak výhody v podobě krátkých 
sterilizačních časů, relativně nízké teploty a absence toxických látek. 
V současné době se výzkumem sterilizačního účinku plazmatu a jeho vyuţitím zabývá 
mnoho výzkumných týmů. Při plazmové sterilizaci je mikroorganismus vystaven působení 
elektrického výboje v plynu nebo směsi plynů, které běţně biocidní účinky nevykazují a jsou 
aktivovány působením elektrického výboje a deaktivovány bezprostředně po vypnutí budícího 
zdroje. Na trhu jsou rovněţ k dostání komerční plazmové sterilizátory. Zde je však sterilizace 
zaloţena na působení chemických látek za nízkého tlaku a plazma slouţí k rozkladu 
biocidních látek [1, 2]. 
Technologie plazmové sterilizace je testována pro vyuţití v různých oblastech. V medicíně 
se jedná např. o sterilizaci lékařských nástrojů a zdravotnických potřeb, zejména pokud jsou 
vyrobeny z tepelně senzitivních materiálů, jako jsou např. kardiovaskulární cévy, dále pro 
úpravu biomedicínských materiálů, např. implantátů kostí, vazů a štěpů. Velkým přínosem by 
bylo vyuţití plazmatu pro léčbu chronických ran nebo koţních nemocí [3]. Nejnovější 
výzkumy v oblasti medicínského vyuţití se zaměřují na léčbu nádorových onemocnění nebo 
prevenci vzniku zubního kazu [4, 5, 6]. Další oblastí výzkumu je vyuţití plazmové sterilizace 
v potravinářství. Testuje se sterilizace pracovních nástrojů a zařízení, ale i potravin. Mnohé 
provedené experimenty ukazují, ţe vystavení působení plazmatu neovlivňuje vlastnosti 
potravin [7, 8, 9, 10, 11, 12]. Plazma lze vyuţívat také při péči o archiválie, k produkci 
vodíku, ozonu, dále k rozkladu těkavých organických sloučenin, při úpravách povrchu 
polymerů a textilu [13, 14, 15, 16, 17]. 
Diplomová práce se zabývá plazmovou sterilizací jakoţto perspektivní dekontaminační 
metodou, jíţ lze odstranit neţádoucí mikroorganismy všude tam, kde by klasické sterilizační 
metody měly neţádoucí účinky. Plazmovou sterilizaci lze rovněţ povaţovat za metodu, která 
vzhledem ke svým nesporným výhodám můţe standardní sterilizační metody nahradit. 
K tomu je však potřeba objasnit inaktivační mechanismy, optimlizovat metodu a stanovit 
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podmínky inaktivace pro jednotlivé mikroorganismy. Cílem práce je studium dílčích 
inaktivačních mechanismů (teplota, UV záření a reaktivní částice) uplatňujících se 
v dielektrickém bariérovím výboji. Jako modelové mikroorganismy byly vybrány bakterie 
Bacillus subtilis a Escherichia coli. V provedených experimentech byl zkoumán vliv 
uvedených agens působících odděleně i synergický účinek všech agens. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Popis prokaryotních mikroorganismů 
V této části bude uvedeno postavení prokaryotních mikroorganismů v systému ţivé 
přírody, bude definováno rozdělení mikroorganismů podle fyziologických vlastností, 
morfologie a cytologie bakteriální buňky a vliv vnějšího prostředí na mikroorganismy.  
2.1.1 Postavení bakterií v systému ţivé přírody 
Z hlediska systému ţivé přírody řadíme bakterie do nadříše prvojaderní (Prokaryota), říše 
prvobuněční (Protocellulata), oddělení bakterie (Bacteria) [18].  
 
Nadříše: Prvojaderní (Prokaryota) 
 Říše: Nebuněční (Subcellulata) 
  Oddělení: Praorganismy (Eobionta) 
  Oddělení: Viry (Vira) 
 Říše: Prvobuněční (Protocellulata) 
  Oddělení: Bakterie (Bacteria) 
  Oddělení: Sinice (Cyanophyta) 
  Oddělení: Prochlorofyty (Prochlorophyta)  
 
2.1.2 Rozdělení mikroorganismů podle fyziologických vlastností 
Po fyziologické stránce jsou mikroorganismy velmi rozmanité. Jednotlivé skupiny 
mikroorganismů se vzájemně liší svými nároky na výţivu, na kyslík, i způsobem získávání 
potřebné energie. 
2.1.2.1 Dělení mikroorganismů podle nároků na výživu 
Podle nároků na výţivu rozdělujeme mikroorganismy na: 
 Autotrofní, kterým k výţivě stačí pouze anorganické sloučeniny. Přítomnost 
organických sloučenin často inhibuje jejich rozmnoţování. Tyto mikroorganismy 
jsou schopny syntetizovat všechny sloţky své buněčné hmoty z anorganických 
sloučenin. Patří sem řasy a některé bakterie 
 Heterotrofní, které vyţadují přítomnost organických sloučenin v ţivném prostředí, 
ať uţ jako zdroj uhlíku, vodíku nebo energie. Patří sem kvasinky, plísně a většina 
bakterií 
Heterotrofní mikroorganismy rozdělujeme dále na: 
 Prototrofní, kterým stačí k výţivě jednoduché organické uhlíkaté sloučeniny (např. 
sacharidy, ethanol, jednoduché organické kyseliny) spolu s anorganickými solemi. 
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 Auxotrofní, které kromě toho vyţadují některé sloţité sloučeniny (např. některé 
vitaminy, aminokyseliny apod.) [19]. 
2.1.2.2 Dělení mikroorganismů podle nároků na kyslík 
Podle nároků na kyslík dělíme mikroorganismy na [19]: 
 Aerobní, které vyţadují vzdušný kyslík, neboť mají vyvinutý pouze aerobní 
metabolismus. Patří sem např. plísně, octové bakterie (rod Azotobacter), některé 
hnilobné bakterie a některé kvasinky 
 Anaerobní, které nevyuţívají volný kyslík, neboť mají pouze anaerobní 
metabolismus, vzdušný kyslík na ně působí inhibičně (např. u sporotvorných 
bakterií rodu Clostridium) nebo dokonce toxicky 
 Mikroaerofilní, které mají anaerobní metabolismus, avšak nízké koncentrace 
kyslíku urychlují jejich rozmnoţování. Patří se např. v přírodě velmi rozšířená 
skupina mléčných bakterií (rod Lactobacillus) 
 Fakultativně anaerobní, které mají schopnost aerobního i anaerobního metabolismu, 
takţe mohou růst za přítomnosti i nepřítomnosti vzdušného kyslíku; za aerobních 
podmínek se většinou rozmnoţují rychleji  
2.1.2.3 Dělení mikroorganismů podle způsobu získávání energie 
Podle způsobu získávání energie řadíme mikroorganismy do těchto skupin:  
 Fototrofní mikroorganismy, jejichţ zdrojem energie je přeměna světelné energie v 
energii chemickou, která je pak vyuţitelná pro ţivotní pochody buňky. 
Rozeznáváme [19]: 
o Fotolithotrofní (= fotoautotrofní) mikroorganismy, jimţ vodík pro redukci 
oxidu uhličitého poskytují anorganické sloučeniny. Patří sem zelené sirné 
bakterie, obsahující pouze některý z bakteriochlorofylů (a, b, c, d) a 
purpurové sirné bakterie (Chromatiaceae a Ectothiorhodospiraceae), 
obsahující vedle některého bakteriochlorofylu ještě karotenoidní barviva. 
o Fotoorganotrofní (= fotoheterotrofní) mikroorganismy, jimţ slouţí 
organické sloučeniny jako zdroj vodíku pro redukci oxidu uhličitého a také 
jako zdroj uhlíku. Patří sem nesirné purpurové bakterie (Rhodospirillaceae), 
které vedle bakteriochlorofylu obsahují ještě karotenoidní barviva [19] 
 Chemotrofní mikroorganismy získávají energii oxidací chemických sloučenin. 
Rozdělujeme je na [19]: 
o Chemolithotrofní (= chemoautotrofní) mikroorganismy, získávající energii 
oxidací anorganických sloučenin. Jsou to většinou aerobní autotrofní 
bakterie. Patří sem: 
 Bezbarvé sirné bakterie a vláknité sirné bakterie získávající energii 
oxidací síry a jejích sloučenin, především sirovodíku: 
energieS2OH2OSH2 222                                                 (1) 
energieSOH2OH2O3S2 4222                                           (2) 
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energieSOH2OHO2OSH 4222322                                    (3) 
Síru, jako rezervní zdroj energie, ukládají ve formě zrníček ve svých buňkách [19]. 
 Nitrifikační bakterie (Nitrobacteraceae) získávají energii oxidací 
sloučenin dusíku. Patří sem rody Nitrosomonas, Nitrosococcus aj., 
které jsou obligátními chemolithotrofy, získávajícími energii 
oxidací amoniaku na dusitany: 
energieOH2HNO2O3NH2 2223                                      (4) 
Dále sem patří rody Nitrobacter, Nitrococcus aj., jimţ slouţí jako zdroj energie oxidace 
dusitanů na dusičnany: 
energieHNO2OHNO2 322                                                  (5) 
Nitrifikační bakterie hrají velmi důleţitou roli v koloběhu prvků v přírodě, neboť oxidují 
amoniak vzniklý mikrobiálním rozkladem bílkovin a jiného organického materiálu. 
 Ţelezité bakterie (Siderocapsaceae) získávající energii oxidací 
ţeleznatých iontů na ţelezité.  
 Bakterie vyuţívající pouze methan a methanol (tj. rody 
Methylomonas a Methylococcus) – tyto bakterie jsou obvykle 
zařazovány mezi chemolithotrofní, neboť nejsou schopny vyuţívat 
ţádné další organické sloučeniny a pro syntézu své buněčné hmoty 
pouţívají oxid uhličitý. Získávají energii reakcemi: 
energieOH2COO2CH 2224                                             (6) 
energieOH4CO2O3OHCH2 2223                                     (7) 
 Chemoorganotrofní (= chemoheterotrofní) mikroorganismy získávají energii 
oxidací organických sloučenin, jichţ vyuţívají také jako zdroje uhlíku, vodíku a 
většinou i kyslíku k syntéze své buněčné hmoty. Patří sem kvasinky, plísně a 
většina bakterií [19]. 
2.1.3 Morfologie, cytologie a způsoby rozmnoţování bakterií 
2.1.3.1 Morfologie bakterií 
Po fyziologické stránce jsou bakterie velmi rozmanité, po morfologické stránce nejsou 
mezi jednotlivými rody velké rozdíly [19] (Obrázek 1). 
Co se týče tvaru, rozlišujeme: 
 Kulovité bakterie neboli koky. Bývají uspořádány různým způsobem a podle toho 
se rozeznávají diplokoky – dvojice koků, streptokoky – koky seskupeny řetízkovitě, 
tetrakoky – čtveřice koků, stafylokoky – hrozníčkovité uspořádání koků a koky 
uspořádané do seskupení krychlovitého tvaru (tzv. balíčky) 
 Bakterie válcovitého tvaru. Bývají obvykle označovány jako tyčky nebo tyčinky, i 
zde se rozeznávají diplobakterie – dvojice bakterií, streptobakterie – řetízky 
bakterií a palisádové seskupení bakterií 
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 Zakřivené bakterie. Zde se rozeznávají vibria – lehce (rohlíkovitě) zakřivené tyčky, 
spirily – lehce zvlněné tyčky a spirochety – tyčky šroubovicovitého tvaru 
 Vláknité bakterie. Jsou to bakteriální buňky ve tvaru dlouhých tenkých vláken [20]. 
Vláknitý tvar bakterií, vyskytující se u řádu Actinomycetales, je charakterizován 
pravým větvením [19]. 
 Větvící se bakteriální buňky. Některé bakteriální buňky se větví buď úplně (např. 
Streptomyces) nebo projevují náznaky větvení (např. mykobakterie). Úplně větvící 
se buňky (Streptomyces) vytvářejí mycélium [20]. 
 
 
Obrázek 1: Tvar bakteriálních buněk [19]: a – rovné tyčinky, b – zakřivené tyčinky (vibria), c 
– spirily, d – spirochety, e – streptokoky, f – tetrakoky, g – mycelium se sporami 
(streptomycety), h – nevětvená vlákna, ch – pučící bakterie, i – bakterie s výběžky. 
 
2.1.3.2 Základní struktura mikrobiálních buněk 
Mezi základní buněčné organely prokaryot patří (Obrázek 3): 
2.1.3.2.1 Buněčná stěna 
Kaţdá mikrobiální buňka je od vnějšího prostředí oddělena silnou, pevnou, většinou 
neohebnou strukturou, jeţ se nazývá buněčná stěna. Ta dává mikrobiální buňce tvar a chrání ji 
před mechanickými vlivy a před účinky osmotického tlaku vnějšího prostředí. V buněčné 
stěně jsou poměrně velké póry, kterými můţe volnou difuzí procházet většina chemických 
sloučenin. Pouze vysokomolekulární sloučeniny, jako jsou bílkoviny nebo polysacharidy, 
nemohou póry buněčné stěny procházet. Pevnost a neohebnost buněčné stěny bakterií je 
výsledkem přítomnosti vrstvy peptidoglykanů. Obsahují polysacharidová vlákna tvořená 
molekulami N–acetylglukosaminu a N–acetylmuramové kyseliny. Peptidoglykanová vrstva, 
jejíţ tloušťka se u různých rodů bakterií liší, představuje jednu obrovskou molekulu. 
Působením enzymu lysozymu se peptidoglykany rozkládají a v izotonickém prostředí tak 
vzniká protoplast [19]. 
 14 
Gramova reakce 
Na základě Gramovy reakce se bakterie dělí na dvě skupiny: grampozitivní a 
gramnegativní bakterie [20]. Jako grampozitivní se označují ty bakterie, jejichţ usmrcené 
buňky po obarvení Gramovým barvicím roztokem a moření jodovým roztokem neztrácejí toto 
barvivo působením rozpouštědel acetonu nebo ethanolu. U gramnegativních bakterií je toto 
barvivo z obarvených buněk uvedenými rozpouštědly vyplavováno, takţe se buňky odbarví. 
Hlavní sloţkou buněčné stěny gampozitivních bakterií je silná peptidoglykanová vrstva, 
která je vyplněna teichoovou kyselinou. Stěny gramnegativních bakterií teichoovou kyselinu 
neobsahují, coţ je zřejmě – spolu s poměrně tenkou vrstvou peptidoglykanu – příčinou 
vyplavování komplexu Gramova barviva z buňky působením acetonu nebo ethanolu. Sloţení 
buněčné stěny viz Obrázek 2.  
Stěna gramnegativních bakterií se skládá z tenké vrstvy peptidoglykanů bez teichoové 
kyseliny a z tzv. vnější membrány, jeţ obsahuje fosfolipidy, strukturní i enzymové proteiny, 
lipoproteiny a lipopolysacharidy [19]. 
 
 
Obrázek 2: Struktura buněčné stěny a Gramovo barvení grampozitivních a gramnegativních 
bakterií [21]. 
 
2.1.3.2.2 Cytoplazmatická membrána 
Cytoplazmatická membrána bakterií je velmi jemná a tenká membrána (tlustá asi 7 nm) 
sloţená z fosfolipidů a proteinů. Tvoří osmotické rozhraní buňky a vnějšího prostředí. Jejími 
póry mohou volnou difuzí procházet pouze nízkomolekulární sloučeniny bez elektrického 
náboje. Lipidovou sloţkou cytoplazmatické membrány mohou do buňky pronikat látky 
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rozpustné v tucích nebo rozpouštějící tuky. Všechny ostatní látky včetně iontů kovů se 
dostávají do buňky pomocí zvláštních transportních mechanismů, jejichţ bílkovinné nosiče 
jsou umístěny v cytoplazmatické membráně. Z cytoplazmatické membrány bakterií vybíhají 
do cytoplazmy vychlípeniny, jejichţ počet a velikost jsou závislé na druhu bakterií. Zvláštním 
typem těchto vychlípenin jsou mesozomy, které se vyskytují hlavně poblíţ oblasti, kde se při 
dělení tvoří přepáţka [19]. 
Cytoplazmatická membrána je sídlem dýchacích enzymů, systému oxidační fosforylace, 
enzymů syntézy a hydrolýzy fosfolipidů a konečné fáze syntézy sloţek buněčné stěny a 
pouzdrových obalů. V membráně fototrofních bakterií je přítomen také bakteriochlorofyl, 
nezbytný pro přeměnu světelné energie v energii chemickou, a celý systém uskutečňující tuto 
přeměnu [19]. 
2.1.3.2.3 Cytoplazma 
Cytoplazma se skládá z buněčné šťávy, coţ je v podstatě vodný roztok enzymů, 
meziproduktů metabolismu, rezervních látek, některých anorganických iontů a zrníček 
nerozpuštěných rezervních látek. Jako rezervní látky jsou v cytoplazmě bakterií přítomny 
vedle zrníček volutinu hlavně kapičky poly-β-hydroxymáselné kyseliny. Některé bakterie 
obsahují jako rezervní látku polysacharid granulosu, nebo polysacharid glykogen. Největší 
sloţkou cytoplazmy je voda, která představuje 65 aţ 90 % obsahu buňky mikroorganismů. 
Obsah vody závisí nejen na druhu mikroorganismu, ale i na vnějších podmínkách. Voda je 
nezbytná pro uskutečnění enzymových procesů v buňce a pro základní ţivotní projevy buňky. 
Sníţí-li se obsah vody v cytoplazmě pod určitou hladinu, metabolismus a všechny ţivotní 
projevy se zastavují, avšak nemusí dojít k smrti buňky [19]. 
Kromě toho obsahuje cytoplazma některých bakterií také různá barviva. Nejčastěji to jsou 
karotenoidní barviva, která zbarvují buňky a jejich kolonie ţlutě, oranţově, růţově, případně 
aţ červeně. V buňkách některých bakterií jsou černá barviva melanoidního typu [19]. 
Cytoplazma obsahuje také ribozomy. Ribozomy bakterií jsou poněkud menší neţ ribozomy 
eukaryotních mikroorganismů a tvoří aţ 40 % sušiny cytoplazmy. Tento mimořádně vysoký 
obsah ribozomů, v nichţ probíhá syntéza bílkovin, umoţňuje obrovskou rychlost syntézy 
buněčné hmoty bakterií: za optimální teploty, pH a přísunu ţivin se buněčná hmota bakterií 
zdvojnásobí za 15 aţ 25 minut [19].  
2.1.3.2.4 Jaderný materiál 
Jaderný materiál bakterií tvoří deoxyribonukleová kyselina (DNA) umístěná přímo 
v cytoplazmě a doprovázená malým mnoţstvím polyaminů. DNA bakterií tvoří chromozom, 
který má uzavřenou strukturu. Bakteriální chromozom je napojen na vnitřní stranu 
cytoplazmatické membrány, většinou prostřednictvím mesozomu. Velká řada bakterií 
obsahuje v buňce kromě chromozomální DNA ještě několik samostatných molekul DNA 
uzavřené struktury, ale mnohem niţší molekulové hmotnosti. Nazývají se plazmidy. Jejich 





2.1.3.2.5 Orgány pohybu 
Některé tyčinkovité bakterie mají na svém povrchu jeden nebo více bičíků, jeţ umoţňují 
jejich pohyb. Bičíky jsou dlouhá tenká vlákna sloţená z bílkoviny flagelinu. Podle počtu a 
umístění bičíků rozdělujeme bakterie na monotricha, která mají bičík na jednom pólu buňky, 
lofotricha, jeţ mají po svazku bičíků na jednom nebo obou pólech buňky a peritricha, u nichţ 
je celý povrch buněk pokryt bičíky. Bakterie netvořící bičíky se nazývají atricha. 
Na povrchu některých bakterií lze pozorovat zvláštní dutá vlákénka označovaná jako pili 
nebo fimbrie. Vyskytují se u gramnegativních bakterií, často vedle bičíků [19]. 
2.1.3.2.6 Slizovitý obal 
Některé druhy bakterií tvoří kolem svých buněk slizovitý obal z polysacharidů (nejčastěji 
dextranů) nebo polypeptidů. Tento obal chrání buňku proti vysychání a proti dalším 
nepříznivým podmínkám (zvýšené teplotě, účinkům jedů, fagocytóze apod.), není však pro 
ţivot buňky nezbytně nutný. 
Některé bakterie tvoří ze slizu ostře ohraničené vrstvy zvané kapsule, jiné produkují ve 
velkém mnoţství volný sliz, který se difuzně zřeďuje do růstového prostředí [19]. 
 
 
Obrázek 3: Schéma bakteriální buňky [22]. Capsule – pouzdro, cell wall – buněčná stěna, 
plasma membrane – plazmatická membrána, cytoplasm – cytoplazma, ribosomes – ribozomy, 
plasmid – plazmid, pili – pili, nucleoid – jaerný materiál, bacterial flegellum – bičík. 
 
2.1.3.3 Rozmnožování bakterií 
Většina bakterií se rozmnoţuje dělením. Dělení je charakterizováno tím, ţe ve střední části 
buňky začne z cytoplazmatické membrány vyrůstat prstencovitá vychlípenina směřující 
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dovnitř buňky, aţ vytvoří přepáţku rozdělující buňku na dvě zhruba stejně velké části. 
Přepáţka se pak pokryje buněčnou stěnou, takţe z původní jedné buňky vzniknou buňky dvě, 
jeţ se od sebe buď oddělí, nebo zůstanou spojeny v řetízku [19]. 
Jenom několik rodů bakterií (např. rod Hyphomicrobium) se rozmnoţuje pučením. Při 
pučení má dceřiná buňka (pupen) zpočátku velmi malé rozměry a postupně dorůstá. 
S mateřskou buňkou je přitom stále spojena pouze úzkým krčkem, který je u některých druhů 
velmi dlouhý. 
Rozdělení bakteriální buňky předchází vţdy replikace chromozomální DNA [19]. 
2.1.3.3.1 Konjugace u gramnegativních bakterií 
K hlavním rysům sexuálního rozmnoţování patří: 
 spájení haploidních buněk za vzniku stálé diploidní populace 
 redukční dělení diploidního jádra, jeţ umoţní vznik haploidních buněk, které jsou 
opět schopny spájení 
U bakterií tento sexuální cyklus neexistuje. V roce 1946 bylo u Escherichia coli zjištěno 
jedno stádium tohoto procesu, a to spájení buněk neboli konjugace, při níţ dochází 
k jednosměrnému přechodu genetického materiálu z jedné buňky do druhé. Konjugace byla 
později zjištěna u řady gramnegativních rodů bakterií (např. u rodů Pseudomonas, Salmonella 
a Proteus) [19]. 
2.1.3.3.2 Spory bakterií 
Uvnitř buněk některých rodů bakterií se na konci fáze růstu, kdy koncentrace ţivin 
v prostředí klesne pod určitou hladinu, vytvoří válcovité aţ kulovité tělísko, které se 
vyznačuje vysokou odolností k nepříznivým podmínkám, především k vysokým teplotám a 
jedům. Toto tělísko se nazývá spora (Obrázek 4). Spory tohoto typu se tvoří u anaerobních 
rodů Clostridium a Desulfotomaculum, u aerobního nebo fakultativně anaerobního rodu 
Bacillus a malých rodů Sporolactobacillus, Sporosarcina a Oscillospira. 
Spora je umístěna buď uprostřed buňky (centrálně), na konci (terminálně) nebo 
excentricky (subterminálně). Spory některých druhů mají větší šířku neţ vegetativní buňka 
(říkáme, ţe jsou zduřelé) a pak má vegetativní buňka se sporou vřetenovitý nebo paličkovitý 
tvar. Zduřelé spory jsou typické pro rod Clostridium, u něhoţ vřetenovitý tvar bývá 
označován jako klostridium a paličkovitý tvar jako plektridium. Zduřelé spory se vyskytují i u 




Obrázek 4: Schéma bakteriální spory [22]. Coat – plášť, outer membrane – vnější 
membrána, cortex – kortex, germ cell wall – sporová stěna, inner membrane – vnitřní 
membrána. 
2.2 Vliv vnějšího prostředí na mikroorganismy 
Ţivotní činnost mikroorganismů i jejich vývoj jsou závislé na vnějším prostředí. Aby se 
mohly mikroorganismy rozmnoţovat, musí být v prostředí jak dostatečné mnoţství surovin 
pro syntézu buněčné hmoty a dostatečné mnoţství zdroje vyuţitelné energie, tak i vhodné 
fyzikální, chemické a biologické podmínky. Mikroorganismy jsou ovšem schopny se 
přizpůsobit vnějším podmínkám nejen změnou enzymového vybavení svých buněk, ale 
mohou do určité míry změnit i sloţení a tvar buněk, aby byly vůči existujícím nepříznivým 
podmínkám odolnější. Mají také schopnost měnit do určité míry vnější podmínky ve svém 
nejbliţším okolí, např. změnou pH [19]. 
Vliv faktorů vnějšího prostředí na bakterie se můţe projevovat jak příznivě, tak i 
nepříznivě. Příznivě působící faktory jsou vyuţívány především tam, kde napomáhají 
k ţádoucímu urychlení růstu nebo zvýšení metabolické aktivity. Naproti tomu vnější faktory 
s nepříznivým účinkem nacházejí uplatnění především v podmínkách, kde je přítomnost 
bakterií neţádoucí nebo dokonce škodlivá [20]. 
Při sledování nepříznivého účinku faktorů na bakterie můţeme pozorovat, ţe některé 
působí bakteriostaticky, jiné baktericidně. Bakteriostatický účinek spočívá v tom, ţe buňky 
bakterií se přestanou dělit, takţe jejich počet se po dobu působení daného faktoru nezvyšuje. 
Odstraní-li se takto působící faktor z prostředí, mohou buňky pokračovat ve svých ţivotních 
projevech. V přítomnosti faktoru s účinkem baktericidním dochází současně se zastavením 
růstu a mnoţení rovněţ ke ztrátě ţivotaschopnosti buněk a k jejich odumírání. Hynutí buněk 
nenastává přitom zpravidla najednou u celé populace, nýbrţ probíhá postupně. Grafické 
znázornění bakteriostatického a baktericidního účinku viz Obrázek 5. Některé faktory, hlavně 
chemické látky, mohou vykazovat bakteriostatický nebo baktericidní účinek v závislosti na 
koncentraci. V extrémně nízkých koncentracích mohou některé látky působit dokonce 
stimulačně [20]. 
Faktory vnějšího prostředí s antibakteriálním účinkem mohou být povahy fyzikální, 
chemické nebo biologické. Fyzikální a chemické faktory se v praxi uplatňují ponejvíce při 
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zneškodňování bakterií buďto sterilizací nebo dezinfekcí. Při sterilizaci dochází k usmrcení 



















Obrázek 5: Bakteriocidní a bakteriostatický účinek vnějších faktorů na bakterie [20]. 
2.2.1 Teplota 
Teplota vnějšího prostředí je jedním z hlavních faktorů, které ovlivňují rychlost 
rozmnoţování mikroorganismů i moţnost jejich ţivota. U kaţdého mikroorganismu 
rozeznáváme tři základní body teploty: minimální teplotu, tj. nejniţší teplotu, při níţ se daný 
druh rozmnoţuje ještě zjistitelnou rychlostí, optimální teplotu, při níţ se rozmnoţuje největší 
rychlostí, a maximální teplotu, tj. nejvyšší teplotu, při které je schopen se ještě rozmnoţovat. 
Optimální teplota pro rozmnoţování se nemusí vţdy shodovat s optimální teplotou pro ostatní 
ţivotní procesy buňky. Také pro tvorbu některých produktů metabolismu je optimální jiná 
teplota neţ pro tvorbu buněčné hmoty [19]. 
Minimální teplota růstu je určena enzymem, jehoţ aktivita je nejcitlivější k nízkým 
teplotám. Mezi minimální a optimální teplotou dochází se stoupající teplotou ke zvýšení 
rychlosti všech procesů v buňce. Při teplotách blíţících se optimální teplotě se u některých 
enzymů začíná uplatňovat vliv denaturačních procesů [19]. 
Při zvýšení teploty nad optimální teplotu dochází k prudkému poklesu rychlosti 
rozmnoţování a nakonec k jeho zastavení. Další zvýšení teploty pak vede dokonce k usmrcení 
buněk. Prudký pokles růstu při vyšších teplotách je způsoben denaturací určitých enzymů, jeţ 
jsou pro růst nezbytné. Tato denaturace je zprvu reverzibilní, avšak při vyšších teplotách se 
stává ireverzibilní a vede k usmrcení buňky [19]. 
Krátkodobé zvýšení teploty nad maximální teplotu vyvolává teplotní šok, který vede 
k různým výkyvům metabolismu. Přitom se syntetizují tzv. teplotně šokové proteiny (heat 
shock proteins, HSP), které patří mezi tzv. stresové proteiny. Pomocí jich jsou rozeznávány 
anomální proteiny tvořené při stresu a zajišťuje se jejich rychlé odbourávání. Je známo 
několik typů HSP a jsou označovány podle molekulové hmotnosti (např. HSP70 má 
molekulovou hmotnost 70 kD). K syntéze HSP dochází v buňce i za optimálních vnějších 
podmínek a mají zde důleţité funkce. Některé se například účastní „skládání“ („folding“) 
nově nasyntetizovaných polypeptidových řetězců do molekuly bílkoviny. Teplotně šokové 
proteiny HSP70 umoţňují průchod nově vzniklých polypeptidů v původní, tj. neskládané 
 20 
podobě membránami nebo integraci polypeptidů do jiných membrán. Syntéza HSP se zvyšuje 
za stresových podmínek, takţe mohou vykonávat i antistresové funkce. Zvýšenou syntézu 
HSP mohou vyvolávat i jiné stresové podmínky, jako je například přítomnost těţkých kovů 
v prostředí [19]. 
Základní teplotní body mikroorganismu jsou do určité míry ovlivněny dalšími vnějšími 
faktory (pH, osmotický tlak). Změny těchto teplotních bodů docílíme změnou genetického 
materiálu. Působením mutagenních prostředků tak byly získány mutanty senzitivní k teplotě 
(tzv. ts – mutanty) mající výrazně sníţenou maximální, popřípadě i optimální teplotu. Tyto 
mutanty mají oproti nezmutovaným kmenům mnohem termolabilnější některý nezbytný 
enzym [19]. Obrázek 6  zobrazuje vliv teploty na rychlost rozmnoţování. 
 
 
Obrázek 6: Vliv teploty na rychlost rozmnožování mikroorganismů; 1 – Escherichia coli, 2 – 
Lactobacillus delbrueckii; t – teplota (°C), τ – počet generací/h [19]. 
 
2.2.1.1 Rozdělení mikroorganismů podle vztahu k teplotě 
Podle vztahu k teplotě rozdělujeme mikroorganismy do tří hlavních skupin [19]: 
 Psychrofilní mikroorganismy mají optimální teplotu niţší neţ 20 °C a rostou ještě 
poměrně intenzivně při teplotě 0 °C aţ 5 °C. 
Z potravinářského hlediska jsou důleţité tzv. psychrotrofní mikroorganismy, tj. takové, 
které se rozmnoţují ještě dosti rychle při teplotách 0 °C aţ +10 °C bez ohledu na jejich 
optimální teplotu; k psychrotrofním bakteriím patří hlavně příslušníci rodů Pseudomonas, 
Micrococcus, Flavobacterium, aj. Vyskytují se hojně v půdě a ve vodě a způsobují rozklad 
masa, mléčných výrobků a jiných potravin, uchovávaných při nízkých teplotách. 
 Mezofilní mikroorganismy mají minimální teplotu vyšší neţ 5 °C a optimální 
teplotu niţší neţ 45 °C; představují většinu všech mikroorganismů. 
 Termofilní mikroorganismy mají optimální teplotu růstu 45 °C nebo vyšší; pro růst 
většiny z nich je optimální teplota 50 aţ 60 °C, pro některé dokonce ještě vyšší. 
Některé mohou růst výjimečně i při teplotě aţ 80 °C. Některé extrémní termofily z 
archaeobakterií rostou i při teplotách nad 100 °C. 
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Termofilní mikroorganismy se vyskytují v půdě, v kompostech, v chlévské mrvě, 
v uskladněném vlhkém materiálu (rašelině, seně, obilí), v bahně [19]. 
2.2.1.2 Smrtící účinky vysokých teplot 
Smrtící účinky vysokých teplot se kvantitativně vyjadřují tzv. smrtící (letální) teplotou, coţ 
je nejniţší teplota, při které je organismus usmrcen během určité doby (nejčastěji 10 minut) a 
za přísně definovaných vnějších podmínek. Smrtící účinnost vysokých teplot závisí na druhu 
mikroorganismu, jeho fyziologickém stavu a koncentraci jeho buněk v prostředí, a dále na 
sloţení prostředí a jeho pH. Jednotlivé druhy se velmi liší svou termorezistencí, avšak obecně 
můţeme říci, ţe kaţdá teplota, která je vyšší neţ maximální teplota růstu, je pro vegetativní 
buňky letální, působí-li dostatečně dlouhou dobu [19]. 
Všechny buňky určité populace téhoţ druhu nejsou za daných vnějších podmínek stejně 
odolné k teplotě. Stupeň jejich odolnosti závisí jednak na jejich fyziologickém stavu, jednak 
na jejich genovém vybavení, a proto při sledované teplotě obyčejně určité procento buněk 
přeţívá. Je-li počáteční koncentrace buněk v prostředí větší, je k jejich bezpečnému usmrcení 
zapotřebí vyšší teploty, coţ je způsobeno ochranným působením shluku buněk a větší 
pravděpodobností výskytu buněk s vyšší termorezistencí [19]. 
Jedním z nejdůleţitějších faktorů ovlivňujících termorezistenci mikroorganismů je obsah 
vody v prostředí i buňkách, neboť v suchém prostředí jsou mikroorganismy mnohem 
rezistentnější k vysokým teplotám neţ v prostředí vlhkém. K látkám působícím ochranně patří 
především lipidy, bílkoviny a vyšší koncentrace sacharidů. Termorezistenci vegetativních 
buněk i spor silně ovlivňuje pH prostředí; obecně můţeme říci, ţe termorezistence je nejvyšší, 
je-li pH optimální pro růst daného mikroorganismu [19]. 
Hlavní příčinou letálních účinků vysokých teplot je pravděpodobně nevratná denaturace 
bílkovin a z ní plynoucí inaktivace enzymů, avšak probíhají zde pravděpodobně i jiné 
procesy, jako např. poškození cytoplazmatické membrány, jeţ vede k lyzi buněk. 
Smrtících účinků vysokých teplot se v praxi vyuţívá v širokém měřítku k sterilizaci 
různých předmětů, ţivných půd, vhodných pro pěstování mikroorganismů, a ke konzervaci 
potravin. 
Usmrcení vegetativních forem neţádoucích mikroorganismů se dosahuje tzv. pasterací, 
která spočívá v jednorázovém zahřívání na teplotu do 100 °C. Při pasteraci se usmrtí všechny 
nesporulující patogenní mikroorganismy, jeţ by v potravině mohly být přítomny, a ty 
mikroorganismy, které zkracují údrţnost dané potraviny. Pasteruje se hlavně mléko, exportní 
pivo, víno a ty potraviny, u nichţ by vyšší teploty poškodily chuť nebo nutriční hodnotu [19]. 
2.2.1.3 Vliv nízkých teplot 
Teploty niţší neţ minimální teplota růstu přeţívá většina mikroorganismů poměrně 
dlouhou dobu. Jestliţe se však intenzivně se rozmnoţující buňky některých druhů bakterií 
přenesou z optimální teploty na teploty blízké 0 °C, dochází k tzv. chladovému šoku, který se 
projevuje ztrátou ţivotnosti velkého podílu populace. Chladový šok byl pozorován u 
gramnegativních bakterií, u grampozitivních sporulujících bakterií a dokonce i u psychrofilů. 
Citlivost různých druhů bakterií k chladovému šoku je však odlišná [19]. 
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Při pomalém zmrazování mikrobiálních buněk na teploty pod 0 °C se z vnitrobuněčné i 
mimobuněčné vody tvoří velké krystaly ledu, které poškozují buňku a usmrcují ji. 
Rychlé zmrazení buněk mikroorganismů suspendovaných v roztoku peptonu nebo bílkovin 
s následující sublimací vody patří k osvědčeným konzervačním postupům, neboť takto 
připravené tzv. lyofilizované kultury mají ţivotnost několik let. Také ve zmrazených 
potravinách, které se skladují při teplotě –15 aţ –18 °C, přeţívá většina bakterií po dobu delší 
neţ rok. Zmrazením potravin tedy dochází pouze k zastavení činnosti mikroorganismů a 
nikoliv k jejich usmrcení [19]. 
2.2.2 pH prostředí 
Růst mikroorganismů i jejich biochemická činnost jsou silně ovlivněny koncentrací 
vodíkových iontů v prostředí. Kaţdý mikrobní druh se můţe rozmnoţovat pouze v určitém 
rozmezí pH, viz Tabulka 1. Většina bakterií roste v neutrálním nebo slabě alkalickém 
prostředí. Mezi bakterie přeţívající extrémní pH patří střevní bakterie, neboť musí přeţívat 
velmi nízké pH ţaludečních šťáv i alkalické pH ţluči. Kyselé prostředí přeţívají také druhy 
tvořící kyseliny jako hlavní produkty metabolismu (octové, mléčné nebo propionové 
bakterie). Při příliš nízkém pH se ovšem přestávají rozmnoţovat a ustává jejich hlavní 
metabolická činnost. Naproti tomu hnilobné bakterie jsou velmi citlivé k nízkému pH, čehoţ 
se vyuţívá při konzervaci potravin (marinované ryby, zelenina v kyselém nálevu nebo mléčně 
zkvašená zelenina) [19]. 
pH prostředí ovlivňuje také odolnost buněk ke zvýšeným teplotám. Jak jiţ bylo uvedeno, je 
odolnost k vysokým teplotám tím menší, čím větší je odchylka od optimálního pH, coţ platí 
jak pro vegetativní buňky, tak i pro spory. U bakteriálních spor rodů Bacillus, Clostridium a 
Desulfotomaculum zabraňuje kyselé pH klíčení spor a jejich přeměně ve vegetativní formu. 
Této skutečnosti se vyuţívá u potravin sterilovaných teplem: kyselé potraviny o pH niţším 
neţ 4,0 (ovocné kompoty a šťávy a zelenina v kyselém nálevu) [19]. 
 
Tabulka 1: Minimální, optimální a maximální pH pro růst některých mikroorganismů [19]. 
Mikroorganismus 
pH 
minimální optimální maximální 
Escherichia coli 4,3 6,0–8,0 9,5 
Bacillus subtilis 4,5 6,0–7,5 8,5 
Clostridium botulinum 4,7–5,0*) 6,5–7,2 9,0 
Lactobacillus sp. 3,8–4,4*) 5,4–6,4 7,2 
Thiobacillus thioparus 4,5 6,6–7,2 7,8–10,0*) 
Thiobacillus thiooxidans 0,5 2,0–3,5 6,0 
Saccharomyces cerevisiae 3,0–3,8*) 4,2–5,0 7,3–7,5 
Aspergillus niger 1,2 3,0–8,0 11,0 
*) Hodnoty u různých kmenů se vzájemně liší v uvedeném rozmezí 
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2.2.3 Vodní aktivita 
Vodní aktivita (aH2O čili aw) určitého roztoku se rovná poměru tlaku vodních par nad tímto 
roztokem k tlaku vodních par nad destilovanou vodou za stejných podmínek. Je tedy zřejmé, 
ţe voda má aw = 1 a ţe se stoupající koncentrací rozpuštěných látek vodní aktivita klesá. 
Většina bakterií je schopna se rozmnoţovat v ţivných prostředích o aw v rozmezí 0,99 aţ 
0,93. Některé bakterie se však rozmnoţují pouze za nízkých vodních aktivit (0,65 aţ 0,63), 
které panují např. při vysokých koncentracích (20 aţ 30 %) chloridu sodného. Proto se tyto 
bakterie nazývají halofilní. Obvykle se jako halofilní označuje taková bakterie, která se 
rozmnoţuje lépe při 15 % a vyšší koncentraci chloridu sodného v prostředí. Rozmnoţování 
většiny bakterií se však zastavuje, je-li v prostředí obsaţeno 6 aţ 10 % chloridu sodného. 
Výjimkou jsou některé koky, označované jako halotolerantní (např. příslušníci rodů 
Micrococcus a Staphylococcus), které jsou schopny se rozmnoţovat i při 10 % koncentraci 
chloridu sodného [19]. 
Sníţení vodní aktivity prostředí, a tím zabránění činnosti mikroorganismů, lze dosáhnout 
dvěma základními způsoby: 
 odstraněním vody sušením nebo odpařením; 
 zvýšením koncentrace rozpuštěných látek v prostředí přídavkem vhodných 
chemikálií. 
Oba způsoby i jejich kombinace se vyuţívají pro konzervaci některých potravin od 
nepaměti [19]. 
2.2.4 Záření 
Elektromagnetické vlnění různých vlnových délek se značně liší svým fyziologickým 
účinkem na mikroorganismy. 
Vlnění o nejdelších vlnových délkách, tj. infračervené záření a Hertzovy vlny, samy o sobě 
pravděpodobně vlastní smrtící účinek na mikroorganismy nemají a působí pouze svými 
tepelnými účinky [19]. 
Viditelné světlo (380 aţ 760 nm) a někdy i část infračerveného záření (800 aţ 900 nm) se 
uplatňují především jako zdroj energie fototrofních mikroorganismů. Řada bakterií se 
rozmnoţuje lépe za tmy neţ za světla, kdeţto pro dobrou sporulaci některých plísní nebo 
jejich vybarvení je zapotřebí světlo. Také tvorba karotenoidních barviv kvasinek bakterií je 
indukována světlem. Viditelné světlo rovněţ zvyšuje citlivost mikroorganismů k nepříznivým 
účinkům barviv (např. methylenové modři nebo eosinu) přidaných do prostředí. Tento jev se 
nazývá fotodynamický účinek a vyţaduje přítomnost kyslíku [19]. 
Ultrafialové (UV) záření má silné mutagenní a letální účinky na mikroorganismy. Jedná se 
o elektromagnetické záření o vlnové délce 100–400 nm. Největší mutagenní a letální účinky 
má UV záření o vlnové délce, jeţ je nejvíce absorbována nukleovými kyselinami (265 nm). 
Intenzita účinku UV světla je závislá na mnoţství pohlceného záření, jeţ je úměrné síle zdroje 
a době ozařování a klesá se čtvercem vzdálenosti od zdroje záření. Pronikavost UV záření je 
velmi malá, a proto se toto záření pouţívá pouze pro sterilaci vzduchu, povrchovou sterilaci 
předmětů, pracovních ploch, provozního zařízení apod. [19] 
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Hlavní příčinou účinku UV světla na mikroorganismy je tvorba kovalentních vazeb mezi 
sousedními pyrimidiny nukleových kyselin (Obrázek 7). Účinnost UV světla se sniţuje 
intenzivním osvětlením viditelným světlem o vlnové délce 360 aţ 500 nm buď současně s UV 
světlem, nebo krátce po něm (do tří hodin po ozáření), neboť se umoţňuje tzv. fotoreaktivace 
(fotoreparace), tj. enzymové rozštěpení pyrimidinových dimerů. Kromě přímého účinku na 
nukleové kyseliny působí UV světlo také tvorbou toxických peroxidů, ozónu a poškozuje 
























Obrázek 7: Vznik pyrimidinového dimeru [25]. 
 
Enzymy zodpovědné za reparaci nukleových kyselin absorbují maximum UV záření  
v rozmezí 280–290 nm. Vyřazením těchto enzymů dochází ke zvýšení senzitivity 
mikrobiálních organismů vůči ostatním stresovým podmínkám, které na mikroorganismus 
působí [23]. 
Působení UV záření o vlnové délce v rozmezí 320–400 nm způsobuje změny 
nenasycených mastných kyselin v buněčné membráně. To vede ke změnám permeability 
těchto membrán a dochází k abnormálnímu toku iontů dovnitř či vně buňky [23]. 
Mikroorganismy se vzájemně značně liší svou odolností k účinkům UV světla. Poměrně 
odolné jsou spory rodu Bacillus, Clostridium a Desulfotomaculum, avšak ještě odolnější jsou 
buňky bakterií nebo kvasinek, obsahující karotenoidní barviva [19]. 
Záření o vlnové délce kratší neţ 10 nm (Röntgenovo záření, γ-záření a kosmické záření) 
mají silné mutagenní i letální účinky. Účinek těchto ionizačních záření je vyvolán jednak 
jejich přímým působením na citlivé molekuly buňky (především DNA), jednak 
prostřednictvím volných radikálů a oxiranů, které vznikají v důsledku těchto záření na buňku 
a její okolí. 
Jednotlivé mikroorganismy se značně liší svou citlivostí k ionizačnímu záření: nejcitlivější 
jsou gramnegativní bakterie, zatímco kvasinky a plísně jsou obvykle odolnější neţ bakterie 
[19]. 
2.2.5 Hydrostatický tlak 
Mikroorganismy se většinou rozmnoţují za normálního atmosférického tlaku. Zvýšením 
tlaku na 10-20 MPa se obyčejně rozmnoţování mikroorganismů zpomaluje a k zastavení 
rozmnoţování většiny mikroorganismů dochází při tlaku 30–40 MPa. Některé bakterie jsou 
ovšem schopny rozmnoţování i v hloubce moří, kde panuje hydrostatický tlak 60 MPa i více 
(tzv. barofilní nebo barotolerantní bakterie). 
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Předpokládá se, ţe vysoký tlak působí nepříznivě především na syntézu buněčné stěny. 
Bylo také zjištěno, ţe tlak 5–60 MPa způsobuje anomálie v dělení buněk (tvoří se dlouhá 
vlákna), neboť se zastaví replikace DNA [19]. 
2.2.6 Ultrazvuk 
Zvukové vlny o frekvenci vyšší neţ 20 kHz (tzv. ultrazvuk) působí na mikroorganismy 
letálně tehdy, mají-i poměrně velkou intenzitu (kolem 10 W cm–2) a nízký kmitočet (kolem 
20 kHz). V tomto případě jde o tzv. kavitační ultrazvuk, který působí na ţivé organismy tím, 
ţe v důsledku kmitání vzniká prudká pulsace buněčných membrán a plazmy. Tím se místy 
opakovaně silně sniţuje nebo zvyšuje tlak. V místech o nízkém tlaku se tvoří trhliny, kam 
difundují plyny rozpuštěné v kapalině. Při náhlém stlačení těchto kavitačních bublin vzniká 
obrovský tlak, který porušuje buňky a usmrcuje je. Některé chemické sloučeniny se vlivem 
intenzivního ultrazvuku rozkládají, coţ mţe rovněţ nepříznivě působit na mikroorganismy. 
Např. z chloridu vzniká volný chlor, který má silné antimikrobiální účinky [19]. 
Nekavitační ultrazvuk, tj. ultrazvuk o velmi vysoké frekvenci (kolem 1 MHz i více) a 
nízkém rozkmitu (o intenzitě desetin W cm–2), nemá nepříznivý vliv na biologický materiál a 
pouţívá se k lékařským diagnostickým účelům [19]. 
2.3 Standardní sterilizační postupy 
2.3.1 Základní pojmy 
V úvodu budou nejprve definovány některé pojmy související s eliminací a inaktivací 
mikroorganismů. Jedná se o pojmy sterilizace, dezinfekce, dekontaminace. Sterilizací 
rozumíme eliminaci všech forem ţivota zahrnující vegetativní buňky, jejich vysoce rezistentní 
spory, mikroskopické houby a viry, a dále také vývojová stádia protozoí případně helmintů 
(červů) [23]. Dezinfekcí se snaţíme přerušit cestu šíření nákazy, jde jen o odstranění původců 
infekce. Sterilizační postupy jsou tedy účinnější a většinou bývají fyzikální povahy. 
K dezinfekci se pouţívají vesměs postupy chemické. Některé chemické postupy jsou natolik 
účinné, ţe jejich výsledkem je praktická sterilita dezinfikovaných předmětů [24]. Tento 
stupeň dezinfekce se pouţívá tehdy, kdyţ nelze předměty sterilizovat [26]. Tyto procesy se 
souhrnně nazývají dekontaminační procesy a liší se od sebe dosaţeným stupněm čistoty. 
Dekontaminace je definována jako proces usmrcení anebo odstranění znečišťujících látek a 
mikroorganismů z ploch a předmětů včetně usmrcení mikroorganismů bez ohledu na stupeň 
sníţení jejich počtu [23]. 
2.3.2 Faktory ovlivňující přeţívání a usmrcování mikroorganismů 
V zevním prostředí jsou mikroorganismy vystaveny řadě nepříznivých faktorů, mezi něţ 
patří zejména teplota, záření, nedostatek vody, nedostatek ţivin, nevhodné pH a další. Bez 
ohledu na druh nepříznivě působícího faktoru závisí konečný výsledek na mnoha okolnostech. 
Pokud intenzita daného nepříznivého faktoru stoupá jen pozvolna, mikroorganismy se nejprve 
přestávají mnoţit, teprve poté začínají postupně odumírat. První fáze bývá obvykle vratná, 
v případě bakterií se někdy označuje jako bakteriostáza. Druhá fáze je nevratná a vede 
k postupné smrti mikroorganismů. Vlivem nepříznivého působení nejsou všechny mikrobiální 
buňky usmrceny naráz, odumírání probíhá podle logaritmické křivky, čili konstantní rychlostí, 
aţ ke konci se rychlost odumírání zpomaluje, protoţe naţivu zůstávají odolnější jedinci [24]. 
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2.3.2.1 Intenzita (koncentrace) antimikrobiálního agens 
Platí, ţe čím intenzivněji působí fyzikální agens nebo čím je chemikálie koncentrovanější, 
tím rychleji jsou mikroorganismy likvidovány. Tato závislost však není lineární [24]. 
2.3.2.2 Doba expozice 
Čím déle je populace mikrobů vystavena účinkům mikrobicidního činitele, tím více 
mikrobiálních buněk je usmrceno. Usmrcování mikroorganismů probíhá podle logaritmické 
křivky. Teoreticky tedy není moţné inaktivovat všechny mikroorganismy. Za přesnější 
hodnotu je povaţována hodnota D (decimální smrtící doba). Ta udává dobu nutnou ke zničení 
90 % přítomných mikroorganismů. Hodnota D je závislá na teplotě, coţ se udává příslušným 
indexem (např. D160) [24]. 
2.3.2.3 Výchozí počet mikroorganismů 
Jedná se o tzv. úroveň kontaminace. V kaţdém časovém intervalu hyne stejný podíl 
mikrobiální populace, k usmrcení většího počtu mikroorganismů je tedy potřeba delší čas. 
Kontaminovanější předměty musí být tedy účinku antimikrobiálního činitele vystaveny déle. 
Samotná mikrobiální masa můţe být natolik mohutná, ţe z daného chemického prostředku 
vyváţe veškerou jeho aktivní sloţku [24]. 
2.3.2.4 Druh a stav mikrobů 
K nepříznivým vlivům jsou velmi rezistentní bakteriální spory [24]. 
2.3.2.5 Ochranný vliv prostředí 
Zde se uplatňuje hlavně přítomnost organických látek a vliv pH, fyzikální a chemický 
charakter prostředí. Organické látky, zejména bílkoviny a tuky, poskytují mikroorganismům 
ochranu. Mikroorganismy jsou méně stabilní v kyselém prostředí, čehoţ se vyuţívá 
v potravinářství. Fyzikální charakter prostředí je dán například tloušťkou materiálu a obalem, 
které ovlivňují pronikání tepla nebo záření, dále poréznost nebo hydrofobnost. Chemicky 
ovlivňuje mikroorganismy např. přítomnost kovů [24]. 
2.3.2.6 Teplota 
U antimikrobiálních agens většinou platí, ţe působí intenzivněji za vyšší teploty. Naopak 
za chladu většina dezinfekčních prostředků, s výjimkou oxidačních činidel, účinnost ztrácí 
[24]. 
2.3.3 Standardní sterilizační postupy 
Základní rozdělení dnes vyuţívaných dekontaminačních metod je na metody chemické 
(ethylenoxid, formaldehyd, kyselina peroctová, peroxid vodíku), fyzikální (teplo, záření, 
filtrace) a kombinované. Více pouţívané jsou metody fyzikální, ale v případě, kdy je pouţití 
fyzikálních metod nemoţné, je nutno vyuţít metody chemické. Jejich sterilizační účinky jsou 




2.3.3.1 Chemické sterilizační metody 
Látky pouţívané k chemickým postupům sterilizace a dezinfekce se nazývají biocidy. 
Podle chemické struktury se dělí do několika skupin. Různé typy mikroorganismů se liší svou 
citlivostí k jednotlivým skupinám biocidů. Velmi senzitivní jsou vegetativní formy kvasinek a 
bakterií. Velký rozdíl je v účinku na grampozitivní a gramnegativní bakterie. Gramnegativní 
jsou rezistentní vůči cyklickým sloučeninám, naopak citlivé jsou na těţké kovy, alkoholy a 
některé organické kyseliny [26]. 
2.3.3.1.1 Sterilizace ethylenoxidem 
Ethylenoxid je bezbarvá prchavá jedovatá kapalina, jeho páry jsou ve směsi se vzduchem 
výbušné. Velice dobře se rozpouští ve vodě a rozkládá se na glykol, vodík a kyslík [24]. 
Jedná se o sterilant se širokospektrálním účinkem, velice účinně likviduje všechny formy 
mikroorganismů a spor. Biocidní aktivita ethylenoxidu je výsledkem alkylace různých 
chemických struktur na povrchu vegetativních buněk nebo rezistentních spor. V současné 
době se jedná o nejrozšířenější sterilizační postup v průmyslu, nemocniční praxi (termolabilní 
materiály) a v archívech [27]. 
Pouţívá se ve speciálních přístrojích v přetlaku nebo v podtlaku dle pouţitého typu plynu. 
V prvním případě je pouţita směs ethylenoxidu s inertním plynem, ve druhém pak čistý 
ethylenoxid [27]. Pracovní teplota je 30–60 °C, jeho účinnost s teplotou roste [26]. Páry 
ethylenoxidu velmi dobře penetrují membránami většiny plastických hmot, coţ umoţňuje 
sterilizaci předmětu přímo v obalech [27]. 
Mezi hlavní nevýhody tohoto typu sterilizace patří vysoké investiční náklady na 
sterilizační zařízení, časová náročnost na desorpci, podmíněná mutagenita a karcinogenita 
[27]. 
2.3.3.1.2 Sterilizace formaldehydem 
Formaldehyd je za normálních podmínek bezbarvý plyn s pronikavým zápachem. Při 
vyšších teplotách se rozkládá na kyselinu mravenčí a oxid uhelnatý. Páry jsou hořlavé a 
výbušné. Formaldehyd je řazen mezi těkavé organické látky, je velmi dobře rozpustný ve 
vodě, alkoholech a dalších polárních rozpouštědlech. Při vdechování je toxický, způsobuje 
poleptání kůţe a je podezřelý z karcinogenních účinků [28]. 
Jako redukční a alkylační činidlo reaguje s citlivými skupinami na molekulách 
organických látek, v důsledku čehoţ má formaldehyd výborné mikrobiciddní účinky. 
S jistotou ničí bakterie, spory, plísně i viry. Lze jej vyuţít ke sterilizaci některých nástrojů a 
choulostivých předmětů [24]. 
Sterilizace formaldehydem je zaloţena na působení plynné směsi formaldehydu s vodní 
párou při teplotě 60–80 °C v podtlaku [29]. Tato homogenní směs v koncentraci 2 % 
kondenzuje na povrchu materiálu. [30]. 
K nevýhodám sterilizace formaldehydem patří špatná penetrace do porézních materiálů, 
vysoká sterilizační teplota a dlouhý čas nutný ke sterilizaci. Výhodami jsou vysoká biologická 
účinnost a nízké provozní náklady [31, 32]. 
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2.3.3.2 Fyzikální sterilizační metody 
Fyzikální sterilizační metody jsou v praxi mnohem více pouţívány, nejčastěji se uplatňuje 
působení tepla, sterilizace zářením nebo filtraci patří mezi méně často vyuţívané metody. 
2.3.3.2.1 Sterilizace vlhkým teplem  
Autoklávování – jedná se o sterilizaci při vysokých teplotách pod tlakem. Teplota syté 
vodní páry roste zároveň s tlakem. Principem likvidace je to, ţe při styku s chladnějšími 
předměty pára kondenzuje na vodu a přitom předá velké mnoţství výparného tepla. Přítomné 
mikroorganismy jsou usmrceny tepelnou denaturací bílkovin, rozkladem nukleových kyselin 
a porušením buněčných membrán. Protoţe se jedná o tzv. vlhké teplo, je jeho působení na 
mikroorganismy daleko účinnější neţ v případě tepla suchého [24]. 
Frakcinovaná sterilizace – jde o třikrát opakované zahřívání na 100 °C po dobu 30 minut, 
přes noc následuje inkubace při 37 °C. Při prvním zahřátí se zničí vegetativní formy 
mikroorganismů, spory při 37 °C vyklíčí a vzniklé vegetativní buňky jsou opět zničeny [24] 
Pasterizace – slouţí ke sníţení počtu mikroorganismů v potravinách a nápojích. Rozlišuje 
se dlouhodobá pasterizace (30 min, 62 °C), krátkodobá (15–20 s, 72–75 °C) a mţikové zahřátí 
(85 °C). 
Tyndalizace – je teplené ošetření, které zabraňuje působení patogenních mikroorganismů, 
postup je obdobný jako u frakcinované sterilizace, ale proces je opakován aţ šestkrát a při 
niţší teplotě (60 °C) [24, 33] 
2.3.3.2.2 Sterilizace horkým vzduchem 
Při horkovzdušné sterilizaci se vyuţívá teplot mezi 160 aţ 180 °C. Principem 
horkovzdušné sterilizace je denaturace bílkovin. Prakticky všechny nesporulující mikroby 
jsou při 180 °C zabity do 5 minut. Viry jsou citlivější, s výjimkou viru hepatitidy B, jenţ se 
v krvi inaktivuje při 160 °C aţ za 60 minut. Vůči suchému teplu jsou nejodolnější bakteriální 
spory, ty nejrezistentnější se zničí při 180 °C aţ za 15 minut. 
Nevýhodou je, ţe sterilizovat se takto dají jen předměty z odolných materiálů a látky 
neobsahující vodu – např. sklo, porcelán, tuky, oleje, vosky, glycerin. Opakovanou 
horkovzdušnou sterilizací ztrácejí kovové nástroje tvrdost a tupí se. Rovněţ papír, vata, textil, 
dřevo a korek, které se sterilizují jen při 160 °C, při tomto postupu trpí a mění svůj vzhled a 
vlastnosti [24]. 
2.3.3.2.3 Sterilizace filtrací 
Pouţívá se ke sníţení mikrobiální kontaminace choulostivých roztoků a vzduchu. Časté 
uplatnění nachází ve vodárenském a potravinářském průmyslu. Filtrací dochází k odstranění 
termolabilních sloţek některých kultivačních půd, médií pro tkáňové kultury a mnohých léčiv. 
Jako filtrační materiál je pouţit porcelán, slinuté sklo, infusoriová hlinka a umělohmotné 
náhraţky azbestu. Současný trend je nahrazovat tyto filtry membránovými filtry vyrobenými 
z nitrocelulózy a jiných syntetických materiálů [24]. Póry filtračních prostředků musí být 
dostatečně malé, aby zabránily proniknutí jednotlivých buněk bakterií a spor. Filtry pouţívané 
ke sterilizaci se nazývají bakteriologické filtry, mají omezené pouţití a není moţné jimi 
z roztoku odstranit viry. Filtrovaná tekutina musí být přes filtr protlačována např. pomocí 
podtlaku v jímací nádobce [24, 23, 33]. 
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Podle konstrukce a pouţitého materiálu rozlišujeme azbestové Seitzovy filtry lisované  
z azbestu a celulózy, skleněné jenské filtry z borosilikátového skla ve formě porézních 
destiček zatavených v nálevkách a membránové ultrafiltry z nitrocelulózy [29]. 
2.3.3.2.4 Ultrafialové záření 
Princip působení ultrafialového záření byl popsán v kapitole 2.2.4. 
Účinek UV záření není zcela ireverzibilní. Bylo zjištěno, ţe jsou-li bakterie po ozáření UV 
paprsky vystaveny dočasnému účinku denního světla, můţe řada bakterií ozáření přeţít a 
pokračovat v růstu [20]. 
Zdrojem UV záření jsou tzv. germicidní zářiče. Tento způsob sterilizace lze pouţít  
k doplňkové dezinfekci či dekontaminaci. Nevýhodou je malá hloubka pronikání a tudíţ 
nemoţnost sterilizace zastíněných předmětů [24]. 
2.3.3.2.5 Ionizující záření 
Ke sterilizaci se vyuţívá pronikavého gama-záření. Jako zdroj ionizujícího záření se 
pouţívá např. radioaktivní kobalt 60Co.  
Mezi výhody tohoto typu sterilizace patří skutečnost, ţe ionizující záření proniká hluboko 
sterilizovaným materiálem, je tedy moţno sterilizovat předmět i s jeho obalem [26]. 
2.3.3.3 Kombinované sterilizační metody 
Jak jiţ název napovídá, kombinují výše uvedené metody, aby byla sterilizace provedena 
v co nejkratším čase. 
Nejčastěji je kombinováno pouţití chemických agens a fyzikálních postupů. Protoţe je 
však většinou zapotřebí speciálního zařízení, nejsou tyto metody v praxi příliš vyuţívány [23]. 
2.4 Plazmová sterilizace 
2.4.1 Co je to plazma 
Plazma se označuje jakoţto čtvrté skupenství hmoty. Je to kvazineutrální plyn obsahující 
dostatečné mnoţství nabitých částic, jejichţ prostorový náboj vede k tzv. kolektivnímu 
chování [34]. Pojmem kvazineutrální označujeme takový stav, kdy se v ionizovaném plynu 
vyskytuje stejné mnoţství částic nesoucí kladný i záporný náboj [26]. Kolektivním chováním 
označujeme vzájemné působení částic prostřednictvím makroskopických 
elektromagnetických polí. Jednotlivými mikroskopickými poli na sebe částice působí pouze 
při vzájemných sráţkách. Na základě toho, zda kromě nabitých částic obsahuje plazma i 
neutrální molekuly a atomy, rozdělujeme plazma na slabě a silně ionizované [34]. Obrázek 8 
znázorňuje proces vzniku plazmatu. 
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Obrázek 8: Proces vzniku plazmatu [41]: 4th state of matter - čtvrté skupenství hmoty, 
Insulator – izolátor, conductor – vodič, solid – pevné skupensktví, liquid – kapalné skupenství, 
gas – plynné skupenství, plasma – plazma, ion – ion, electron – elektron, heat – teplo. 
 
Mezi procesy vytvářející stav plazmatu patří pruţné sráţky mezi částicemi i nepruţné 
sráţky, které vedou k ionizaci či disociaci částic. Tyto procesy jsou doprovázeny přenosem 
energie a díky nim se v plazmatu ustanoví rovnováha mezi působením přímých a inverzních 
procesů [35]. 
V plazmatu jsou elektrony urychlovány účinkem vnějšího elektrického pole a jejich 
energie je pomocí sráţek přenášena na ostatní částice, coţ vede k excitaci, ionizaci nebo 
disociaci. Částice v metastabilních stavech mají relativně dlouhou dobu ţivota (mikro aţ 
milisekundy), v důsledku čehoţ se mohou hromadit v plazmatu a následně jsou vyuţity jako 
efektivní zdroj pro postupné excitační a ionizační procesy. Sráţky s molekulami mohou vést 
ke vzniku volných radikálů, z nichţ se stávají prekurzory chemických reakcí v plazmatu. 
Chemické reakce probíhají v plazmatu odlišně neţ za běţných podmínek, coţ je důsledkem 
velkého počtu energetických sráţek [36]. 
Rozlišujeme několik typů plazmatu lišících se od sebe tím, zda se nachází v teplotní 
rovnováze. V rovnováţném plazmatu mají všechny částic stejnou energii i teplotu. 
V nerovnováţném plazmatu mají elektrony jinou teplotu neţ těţké částice. V jakém stavu se 
plazma nachází, závisí především na způsobu jeho vzniku [26]. 
Plazma běţně pouţívané pro sterilizační účely se nazývá nízkoteplotní (studené), 
s ohledem na teplotu plynů. Je to z toho důvodu, ţe těţké částice (neutrální částice a ionty) 
v tomto plazmatu mají výrazně niţší teplotu (obvykle aţ desetkrát menší) neţ je teplota 
elektronů [1]. 
2.4.2 Zdroje plazmatu 
Zdroje plazmatu se liší tím, zda pracují při nízkém tlaku plynu, nebo při atmosférickém či 
vyšším tlaku. Plazma můţeme generovat vysokofrekvenčním elektromagnetickým polem, 
stejnosměrným nebo střídavým proudem. Pokud přiloţíme napětí na dvě elektrody uvnitř 
vyčerpané skleněné trubice, dojde k doutnavému výboji a vzniku plazmatu. V plynu je vţdy 
přítomen malý počet elektricky nabitých částic, tím dojde k zapálení výboje. Poté se vlivem 
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urychlování mezi elektrodami a vzájemnými sráţkami začne rychle zvyšovat počet nabitých 
částic. Bude-li se napětí na elektrodách dále zvyšovat, bude sílit ionizace a elektrony na 
katodě budou mít dostatečnou energii pro výstup do prostoru výboje. Tím doutnavý výboj 
přejde v elektrický oblouk. Dalším typem výboje je koronový nebo bariérový výboj. Oba 
vznikají při atmosférickém tlaku a je pro ně typická velká aktivní plocha plazmatu [26]. 
2.4.3 Princip plazmové sterilizace 
Plazmovou sterilizací rozumíme vystavení mikroorganismů účinkům elektrického výboje 
v prostředí plynu. Důleţitou podmínkou je, ţe plyny nebo jejich směsi nemají za normálních 
podmínek biocidní účinky. Ty jsou aktivovány aţ působením elektrického výboje a 
deaktivovány bezprostředně po vypnutí budícího zdroje [1, 2]. 
Plazmová sterilizace je řazena mezi fyzikální sterilizační metody. Principem této metody je 
působení jak fyzikálních vlivů, tak vlivů chemických, vznikajících chemickými změnami 
prostředí. Vznik chemických agens je zcela závislý na fyzikálních vlastnostech plazmatu, to 
znamená, ţe jej nelze získat bez přítomnosti plazmového výboje [23]. 
Plazmové sterilizační zařízení je takový systém, ve kterém je za inaktivaci mikroorganismů 
zodpovědné výhradně plazma. Sterilizovat lze přímým kontaktem s plazmatem nebo  
v dohasínajícím plazmatu. Dohasínající plazma obsahuje ve srovnání s výbojem relativně 
málo nabitých částic. Hlavní výhodou sterilizace v dohasínajícím plazmatu je především 
teplota. Teplota plynu ve výboji můţe dosahovat aţ několik set °C, zatímco teplota 
dohasínajícího plazmatu nepřesáhne 50 °C, coţ je důleţité pro sterilizaci tepelně citlivých 
materiálů. Pokud však jde o dobu sterilizace, ta je mnohem kratší ve výboji neţ  
v dohasínajícím plazmatu [26]. 
Sterilizace při přímé expozici plazmatem nastává ve výrazně kratších časech neţ sterilizace 
v dohasínajícím výboji, nicméně sterilizace v dohasínajícím výboji je mnohem bezpečnější, 
jednodušší a má niţší provozní náklady. Významným nedostatkem plazmových sterilizací je 
jejich závislost na tloušťce vrstvy mikroorganismů určených ke sterilizaci. Důvodem je 
omezená hloubka penetrace UV záření [1]. 
2.4.4 Historie plazmové sterilizace  
Jiţ od počátku plazmové sterilizace byla snaha o nelezení optimálního nastavení aparatury 
a celého sterilizačního procesu. Cílem bylo najít zejména vhodný pracovní plyn, tlak okolí a 
frekvenci vhodnou k buzení plazmatu. 
První zmínka o moţnosti sterilizace plazmatem se objevuje v roce 1968 v Menashiho 
patentu. Při svých experimentech vyuţíval jako pracovní plyn argon, plazma bylo buzeno 
pomocí radiofrekvenčního koronového výboje za atmosférického tlaku. Takto byly 
sterilizovány vnitřní povrchy skleněných ampulek. Plazma bylo mezi dvěma elektrodami, 
z nichţ jedna byl rovný drát uvnitř ampule a druhá cívka ovinutá vně lahve. Počáteční 
koncentrace 10
6
 spor byla inaktivována za 1 s. Následně se objevují další patenty, jejichţ 
autory jsou Ashama a Menashi (1972), tentokrát však experimentovali v oblasti nízkých tlaků, 
Boucher (Gut) (1980) a Bithell (1982). Tensmayer (1981) pouţíval mikrovlnný výboj ke 
steriliaci vnitřku lahví. V roce 1982 Boucher (Gut) pouţil frekvenci 2450 MHz k vybuzení a 
udrţení plazmatu. Tyto patenty jsou důkazem, ţe plazma můţe být pouţito pro sterilizační 
účely [1]. 
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Radiofrekvenční pole se tak začíná vyuţívat k vybuzení plazmatu, nejčastěji pouţívaná 
frekvence je 13,56 MHz. To je celosvětově autorizovaná frekvence pro průmyslové, vědecké 
a medicínské aplikace. 
Obrázek 9 představuje schéma jedné z prvních aparatur pro plazmovou sterilizaci, jeţ 
pouţíval Boucher (Gut). Později se objevuje řada dalších zařízení pro plazmovou sterilizaci.  
 
 
Obrázek 9:  Schéma jedné z prvních aparatur pro plazmovou sterilizaci, Boucher (Gut), 
1980 [1]. Matching network – přizpůsobovací člen, RF generator – radiofrekvenční (RF) 
generátor.  
 
Jako první pracovní plyny byly vyuţívány inertní plyny argon a helium. S cílem zvýšit 
účinnost sterilizace začali Ashman a Menashi (1972) do pracovního plynu přidávat halogeny, 
nejčastěji chlor, brom a jód. Boucher (Gut) (1980) začal při svých experimentech pouţívat 
aldehydy. V roce 1985 také zjistil, ţe některé plyny (např. CO2) vykazují při inaktivaci 
bakteriálních spor větší sterilizační účinnost oproti jiným plynům (např. argon). V roce 1990 
přichází Ratner a spol. se zjištěním, ţe jako pracovní plyny lze pouţít většinu laboratorních 
plynů (O2, N2, vzduch, H2, halogeny, N2O, H2O, H2O2, CO2, SO2, SF6, aldehydy, organické 
kyseliny atd.) [1]. 
Co se týče tlaku okolí při plazmové sterilizaci, byly nejprve vyuţívány tři oblasti tlaků. 
Sterilizace při nízkých tlacích (1–10 mTorr), středních tlacích (0,1–10 Torr) a atmosférických 
tlacích. Počáteční experimenty byly realizovány povětšinou za středních tlaků. Postupem času 
však bylo zjištěno, ţe výhodnější je plazmová sterilizace za atmosférického tlaku [1].  
2.4.5 Mechanismy účinku sterilizace plazmatem 
Ke sterilizaci plazmatem dochází níţe popsanými mechanismy, které definoval Moisan [1]: 
 Přímá destrukce genetického materiálu mikroorganismu působením UV záření [1]. 
Nejvyšší účinek má UV záření v rozsahu 240-280 nm, coţ bylo popsáno v kapitole 2.2.4. 
UV záření v rozsahu 320–400 nm iniciuje změny nenasycených mastných kyselin 




 Eroze mikroorganismů, atom za atomem, vlivem vnitřní fotodesorpce 
Fotoindukovaná desorpce je výsledkem působení UV fotonů, které po dopadu štěpí 
chemické vazby v materiálu mikroorganismu. To vede k formování těkavých sloučenin 
z atomů vlastního mikroorganismu. Těkavé meziprodukty těchto nerovnováţných 
chemických reakcí jsou malé molekuly, např. CO a CHx) [1]. 
 Eroze mikroorganismů vlivem leptání 
Leptání je výsledkem absorpce reaktivních částic z plazmatu na povrchu mikroorganismů, 
kde vstupují do chemických reakcí, jejichţ výsledkem je formování těkavých sloučenin 
(spontání leptání). Reaktivní částice mohou být atomární a molekulární radikály, např. O a 
OH, nebo excitované molekuly [1]. Proces leptání je viz Obrázek 10. 
 
 
Obrázek 10: Bacillus atrophaeus vystavený po dobu 15–120 minut za nízkého tlaku působení 
a) iontům  argonu, b) kombinaci iontů argonu a molekul kyslíku a c) kombinaci iontů argonu, 
molekul kyslíku a kyslíkových atomů [83]. 
 
Boudam dodal následující mechanismy [37]: 
 Oxidaci buněčných částí (membrána, proteiny, DNA) v důsledku působení volných 
radikálů obsahujících kyslík (O, OH, RO). 
Difuze atomů kyslíku, obecně sloučenin, které obsahují ve své molekule kyslík skrz 
materiál spor, následované lokálním poškozením způsobeným pravděpodobně oxidací 
cytoplamatické membrány, proteinů a DNA materiálu. 
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 Lyze bakterií, jako výsledek nahromadění nabitých částic na buněčné membráně. 
Efekt je prokázán pouze pro gramnegativní vegetativní bakterie s nerovnoměrným 
povrchem. Nepravidelnosti vytvářejí malé poloměry zakřivení, na nichţ dochází 
k nahromadění náboje [37]. Tuto teorii potvrdil Laroussi ve svých experimentech 
s gramnegativní bakterií Escherichia coli a grampozitivní bakterií Bacillus subtilis 
[44]. 
2.4.6 Křivka přeţití 
Křivka přeţití popisuje fyzikálně-chemické procesy, které se podílejí na plazmových 
sterilizacích. Je to graf logaritmu počtu přeţivších mikroorganismů jako funkce délky 
expozice plazmatem.  
Výsledkem sterilizace v konvenčních sterilizačních systémech (autokláv, EtO) je 
jednofázová křivka – celý proces inaktivace aţ po sterilizaci je exponenciální funkce času.  
Naopak vystavení mikroorganismů vlivům plazmatu vede ke grafu se dvěma aţ třemi 
lineárními segmenty viz Obrázek 11, coţ vede k závěru, ţe počet přeţivších mikroorganismů 
klesá v první aproximaci lineárně s časem, ale s různými časovými konstantami resp. různými 
kinetikami [38]. 
Často pouţívaným parametrem je D (decimální hodnota). Hodnota D udává čas potřebný 
k inaktivaci 90 % původní koncentrace spor [2]. 
 
 
Obrázek 11: Křivka přežití spor Bacillus subtilis [1]. 
 
2.4.7 Komerční plazmové sterilizátory  
V komerčních plazmových sterilizátorech nedochází ke sterilizaci účinkem ionizovaných 
částic, nýbrţ produkty plazmochemických procesů, které vznikají v plazmatu během 
sterilizačního procesu. Nejedná se tedy přímo o plazmovou sterilizaci. 
V 90. letech se na trhu objevil nový typ sterilizačního přístroje vyuţívající ke své činnosti 
peroxid vodíku a plazma. Díky sterilizaci při nízké teplotě a v hlubokém vakuu je moţné 
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sterilizovat i termolabilní materiály [39]. Na českém trhu jsou dostupné např. komerční 
sterilizační přístroje STERRAD a HMTS.  
Průběh sterilizace lze popsat následovně. V komoře sterilizátoru nejprve dochází 
k vytvoření vakua. Poté je do komory vstříknut roztok peroxidu vodíku. Ten je odpařen a 
vzniklý oblak zahalí všechny předměty určené ke sterilizaci. Následně dochází ke sníţení 
tlaku v komoře a pomocí energie vysokofrekvenčních vln (přístroj STERRAD) nebo pomocí 
zdroje o frekvenci 50 Hz (přístroj HMTS) vzniká nízkoteplotní plazma. Molekuly peroxidu se 
po průchodu plazmatem rozbíjejí na volné radikály, které se slučují a reagují s molekulami 
ţivé hmoty. Tím dochází k inaktivaci mikroorganismů. Radikály reagují s mikroorganismy 
nebo mezi sebou navzájem a jako netoxické vedlejší produkty vznikají kyslík, vodní pára a 
další [40, 41]. 
Tato metoda má mnoho výhod. Sterilizace probíhá za nízké teploty (35 °C), coţ umoţňuje 
sterilizovat i materiály, které by zvýšená teplota zničila, či nenávratně poškodila. 
Nízkoteplotní plazma proniká jen do velmi tenké vrstvy materiálu nástroje (do hloubky 
několika atomů), čímţ nedochází tolik k ovlivnění celkových vlastností materiálu. Nízká 
vlhkost v komoře sterilizátoru vylučuje korozivní účinky a fyzikální změny (nástroje si 
zachovávají ostrost, ohebnost, optickou jasnost, schopnost tvorby elektrických výbojů apod.). 
Tyto aspekty patří mezi hlavní výhody plazmové sterilizace, která je velkým příslibem pro 
budoucnost [40]. 
V těchto sterilizátorech lze sterilizovat materiály jako hliník, latex, polyetylén, 
polykarbonát, polymetylmetakrylát, polyolefín, polypropylén, polyuretan, polyvinylchlorid, 
silikon, nerez, teflon, mosaz, sklo, neopren, nylon a polystyren [26]. 
Touto metodou nelze sterilizovat předměty vyrobené z látek na bázi celulózy (celulóza 
absorbuje peroxid vodíku, a tím ruší sterilizační proces), tekutiny, silně absorbující předměty 
a materiály, které silně narušují oxidační činidla [40]. 
2.4.8 Různé typy výbojů a jejich vyuţití 
Tato část je věnována stručné literární rešerši, která je zaměřena na různé typy výbojů za 
atmosférického tlaku a jejich vyuţití při inaktivaci mikroorganismů. Rovněţ jsou zmíněny 
různé oblasti praktického pouţití dielektrického bariérového výboje.  
Kelly-Wintenberg a kol. (1998) vyuţili RF doutnavý výboj (OAUGDP – one atmosphere 
uniform glow discharge plasma). Mikroorganismy byly vystaveny jak přímému působení 
plazmatu, tak i dohasínajícímu výboji. Jako bioindikátory byly pouţity bakterie (vegetativní - 
různé kmeny Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Deinococcus radiodurans, Bacillus 
subtilis, spory - Bacillus stearothermophilus, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis var niger), 
kvasinky (Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans) a viry (Bacteriophage Phi X 174). 
Mikroorganismy byly naneseny na PP, sklo a ţivné médium (agar). Z výsledků je patrné, ţe 
rychlost inaktivace závisí na typu mikroorganismu a vlastnostech povrchu určeného ke 
sterilizaci. Dominantním mechanismem při inaktivaci jsou reaktivní radikály kyslíku, vliv UV 
záření je zanedbatelný. Výsledkem experimentů je křivka skládající se ze dvou lineárních 
úseků. Na základě sterilizačních účinků OAUGDP byly navrţeny speciální vzduchové filtry 
(Volfiltry) do klimatizací a ventilačních systémů [42].  
Montie a kol. (2000) patří do stejné skupiny jako Kelly-Wintenberg. Při inaktivaci 
mikroorganismů vyuţívali OAUGDP. Zjistili, ţe pro délku inaktivace nehraje roli to, zda jsou 
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vzorky mikroorganismů nanesené na polypropylenových nosičích vystaveny působení 
plazmatu přímo nebo zabaleny v obalech. Vzhledem k tomu, ţe neprůhledné obaly absorbují 
většinu UV záření, dospěli k závěru, ţe UV záření není dominantním procesem inaktivace. 
Domnívají se, ţe za inaktivaci je zodpovědná difuze reaktivních kyslíkových částic do 
cytoplazmatické membrány a následné nevratné poškození membrány [43]. 
Laroussi a kol. (2003) pouţívali RBD výboj (typ DBD, kde jeden z plátů dielektrika je 
nahrazen vysoce odolným materiálem), který umoţňuje pracovat při nízkých frekvencích jako 
je 60 Hz. RBD výboj generovaný v heliu za atmosférického tlaku je zdroj nabitých částic, 
volných radikálů a záření (IR, VIS a UV). Hlavním cílem bylo ukázat, ţe lyze 
gramnegativních bakterií Escherichia coli je výsledkem nabití (nahromadění náboje) na 
povrchu bakterie a následné poškození vnější buněčné membrány vlivem elektrostatických sil. 
Toto nebylo pozorováno při inaktivaci grampozitivní bakterie Bacillus subtilis. Zde nenastala 
ţádná morfologická změna. Důvodem je silnější ochranná vrstva [44]. 
Kwon-Yong Lee, Park a kol. (2004) vyuţívají mikrovlnné plazma buzené v argonu. Jako 
kontrolní mikroorganismy byly pouţity bakterii Escherichia coli a methicillin rezistentní 
Staphylococcus aureus nanesené na skle. Při vystavení mikroorganismů účinkům plazmatu po 
dobu 1 s bylo dosaţeno inaktivace o šest řádů. Za hlavní inaktivační mechanismy jsou 
povaţovány volné radikály, UV záření a proces odprašování [45]. 
Laroussi a Leipold (2004) zkoumali mechanismy inaktivace mikroorganismů ve 
vzdáleném atmosférickém DBD výboji na vzduchu. Dle autorů mají hlavní podíl na inaktivaci 
kyslíkové a dusíkové reaktivní částice jako jsou O, OH, NO2, vliv teploty a UV záření je  
v tomto případě zanedbatelný. Jako modelový mikroorganismus byly zvoleny spory 
neznámého druhu rodu Bacillus [46]. 
Heise a kol. (2004) vyuţili pro sterilizaci PE vzorků kontaminovaných sporami Bacillus 
subtilus a Aspergillus niger dvě konfigurace bariérového výboje. V prvním případě se jedná  
o klasický DBD s jedním dielektrikem a vzorkem umístěným na uzemněné elektrodě. Ve 
druhém případě pouţili CDBD (kaskádový dielektrický výboj), který kombinuje účinek UV 
záření a dopadu reaktivních částic plazmatu. Tento typ výboje vznikl přidáním dalšího 
dielektrika (z křemenného skla, transparentní pro UV záření) do mezery mezi elektrodami 
klasického DBD. Vznikly tak dva nezávislé prostory, v horním části je umístěna excimerní 
lampa a ve spodní je buzen výboj. Jako plyny pouţili argon, dusík a syntetický vzduch. Výboj 
byl buzen s frekvencí 20-50 kHz. Dospěli k závěru, ţe CDBD je mnohem efektivnější při 
inaktivaci spór a navíc je šetrnější k materiálu. Při inaktivaci v DBD předpokládají jak vliv 
UV záření, tak i reaktivních částic [47]. 
Becker a kol. (2005) pouţívali mikroplazma (CPE – capillaries plasma electrode 
discharge). Jedná se o typ bariérového výboje, kde dielektrická kapilární vrstva pokrývá jednu 
nebo obě elektrody. Kaţdá kapilára slouţí jako plazmový zdroj (plazma jet), jsou schopné 
generovat plazma o vysoké intenzitě, výsledkem je homogenní plazma. Jako pracovní plyny 
pouţívali He, He-N2, He-vzduch (vlhký, suchý). Testovali inaktivační účinek mikroplazmatu 
na jednotlivé mikroorganismy (bakteriální spóry Bacillus subtilis a Bacillus 
stearothermophilus) a na biofilmy (vysoce organizované kolonie mikroorganismů, které se 
vyznačují komplexní strukturou, která dobře přilne k povrchu; projevují se vysokou odolností 
vůči antibiotikům, germicidnímu záření a dalším tradičním inaktivačním postupům). 
Výsledkem inaktivace jednotlivých mikroorganismů je jednoduchá exponenciální křivka, 
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kterou autor přisuzuje buď dominanci jednoho typu mechanismu, nebo více mechanismům se 
stejnou kinetikou, nicméně jednotlivé mechanismy přesně nespecifikuje. V případě biofilmů 
je výsledkem křivka sloţená ze dvou lineárních částí, ani zde autor neposkytuje vysvětlení. 
Sterilizace jednotlivých mikroorganismů vyţaduje přibliţně 2 minuty, u biofilmů je nutné 
pouţít časy delší neţ 60 minut [48]. 
Choi a kol. (2005) pouţívají pulzní dielektrický bariérový výboj ve vzduchu. Modelovými 
mikroorganismy jsou Escherichia coli, Bacillus subtilis a Pseudomonas aeruginosa. Výboj 
byl buzen mezi dvěmi planárními elektrodami pokrytými hliníkovou dielektrickou vrstvou. 
Vyhodnocení bylo provedeno nepřímou kultivační metodou. Pro zjištění morfologických 
změn před a po vystavení účinkům plazmatu bylo pouţito SEM. Výsledky ukazují 
logaritmický pokles CFU v čase, D-hodnota je 15,2 s. U Escherichia coli bylo 99,99 % 
sterility dosaţeno za 70 s. Z toho plyne, ţe sterilizační efekt roste se vzrůstajícím časem a je 
způsoben nejen fyzikálním poškozením vlivem světelného paprsku, ale také chemickým 
poškozením způsobeným reaktivními částicemi. S cílem potvrdit chemickou sterilizaci 
neutrálními částicemi byly vzorky, kromě oblasti působení plazmatu, potaţeny voskovaným 
papírem k vyloučení vlivu neutrálních chemických částic. Porovnání výsledků vzorků s a bez 
voskovaného papíru bylo zjištěno, ţe u vzorků bez voskovaného papíru byly sterilizované 
oblasti širší neţ oblast výboje. Závěrem tedy lze říci, ţe chemické poškození způsobené 
ozonem, atomárním kyslíkem a chemickými částicemi generovanými ve výboji je pro 
plazmovou sterilizaci důleţité [49]. 
Xu a kol. (2005) vytvořili dva podobné typy dielektrického bariérového výboje – PJ-1 a 
PJ-2. Výboj byl buzen v argonu a jako modelový mikroorganismus byla pouţita bakterie 
Escherichia coli. Obě aparatury se skládají ze dvou soustředných elektrod. Vnější elektroda je 
spojena s audiofrekvenčním zdrojem napětí s proměnnou frekvencí od 5 kHz aţ 20 kHz a 
vnitřní je uzemněná. Hlavní rozdíly mezi strukturami těchto dvou typů zdrojů plazmatu je 
povrch vnitřní elektrody a tvar vnější elektrody. PJ-2 byla vytvořena pro vylepšení 
charakteristiky plazmatu, v důsledku moţnosti pouţití vyššího napětí a proudu zde můţe být 
dosaţeno vyšší hustoty plazmatu. Za hlavní mechanismus podílející se na sterilizaci povaţují 
autoři ozon generovaný v argonu. U PJ-2 vzniká více ozonu, proto je toto uspořádání také 
efektivnější [50]. 
Boudam a kol. (2006) pouţívali pro inaktivaci mikroorganismů DBD (v Townsendově 
módu) ve směsi N2-N2O. Zjistili, ţe volbou správné koncentrace N2O v pracovním plynu lze 
dosáhnout takových podmínek, kdy inaktivačnímu procesu dominuje UV záření, naopak lze 
také dosáhnout podmínek kdy je vliv UV záření minimální. Jako kontrolní mikroorganismus 
byl pouţit Bacillus subtilis [37]. 
Muranyi a kol. (2007) navázali na práci Heise. Testovali inaktivační účinnost nově 
vyvinutého CDBD s 282 nm excimerní lampou na širokou škálu mikroorganismů (spory 
Bacillus atrophaeus, Bacillus pumilus, Clostridium botulinum, Clostridium sporogenes, 
konidiospory Aspergillus niger a vegetativní buňky Salmonella Mons, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Deinococcus radiodurans). Výboj byl buzen v prostředí laboratorního 
vzduchu za atmosférického tlaku, s hustotou výkonu 1,3 W cm–3. Inaktivační účinek CDBD 
se pro kaţdý mikroorganismus a jeho formu liší. Obecně lze říct, ţe inaktivace většiny 
vegetativních buněk nastal jiţ po 1 s působení plazmatu, v případě vysoce rezistentních spor 
bylo potřeba výrazně delších časů. Spory Aspergillus niger byly nejodolnější, coţ vzhledem  
k jejich vysoké rezistenci vůči působení UV potvrzuje dominantní roli UV záření [51]. 
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Brandenburg a kol. (2007) pouţili pro inaktivaci netermální plazma jet s RF frekvencí 
27,12 MHz, výkon se měnil v rozmezí 10-60 W. Výboj byl buzen v argonu. Teploty substrátu 
se pohybovaly dle zvoleného výkonu a průtoku plynu v rozmezí 35–95 °C. Jako bioindikátory 
byly pouţity spory Bacillus atrophaeus a vegetativní buňky Escherichia coli. Výboj byl 
analyzován a byla prokázána přítomnost reaktivních částic kyslíku, konkrétně atomární O, 
OH a NO molekuly, které jsou zodpovědné za emisi UV záření v oblasti 200-300 nm. Účinky 
UV záření a teploty byly studovány odděleně. Při studiu teplotní inaktivace byly vzorky 
vystaveny působení suchým teplem při teplotě shodné s teplotou vzorku v plazmatu. Vliv UV 
záření byl studován v plazmatu pomocí UV transparentního filtru z křemenného skla. 
Nejvyšší inaktivační účinek byl dosaţen při přímé expozici plazmatem. V případě spor 
Bacillus atrophaeus byl účinek UV záření ve srovnání s plazmatem asi poloviční a vliv 
teploty byl zcela zanedbatelný vzhledem k vysoké odolnosti bakteriálních spor. Naopak tomu 
bylo u Escherichia coli, kde v prvních 30 s byl účinek plazmatu a tepelné sterilizace 
srovnatelný, nicméně s prodluţující se délkou expozice dosahovala plazma výrazně lepších 
sterilizačních účinků neţ samotná teplota. V tomto případě je vliv UV záření zanedbatelný 
[52]. 
Fridman a kol. (2007) srovnávali účinky přímého a nepřímého působení plazmatu. Při 
experimentech byla pouţita stejná DBD aparatura, pracovním plynem byl vzduch. Jelikoţ se 
autoři zabývají sterilizací lidské a zvířecí kůţe napadené mikroorganismy, byly vzorky 
bakterií pro tento experiment získány z kůţe mrtvých lidí. Ve vzorcích byly obsaţeny bakterie 
rodu Staphylococcus, Streptococcus a kvasinky rodu Candida. Vzorky na Petriho misce byly 
vystaveny působení plazmatu, poté byly na 24 hodin umístěny do termostatu temperovaného 
na 37 °C. Pro studium nepřímého působení plazmatu byla nad Petriho misku umístěna 
mříţka, tak, aby vstup plynu do reakčního prostoru byl nad touto mříţkou. Plazma 
přicházející do přímého styku s bakteriemi má mnohem větší sterilizační účinky neţ při 
nepřímém kontaktu. Po 5 s přímého působení byly jiţ viditelné inhibiční zóny, po 15 s bylo 
dosaţeno sterility. Naproti tomu u nepřímého působení bylo k dosaţení sterility zapotřebí 
vystavení účinkům plazmatu po dobu 5 minut. Při přímém působení přicházejí nabité částice 
přímo do kontaktu s bakteriemi, coţ způsobuje rychlejší inaktivaci neţ v případě nepřímého 
působení, kde působí dohasínající plazma. Tyto výsledky potvrzují, ţe hlavní roli při 
inaktivaci hrají nabité částice, ačkoli UV záření a synergický efekt aktivních molekul mohou 
být také důleţité [53]. 
Podle Ehlbecka a kol. (2008) je inaktivační účinek výboje prezentovaný Brandenburgem 
výsledkem společného působení excitovaných reaktivních částic, částečně asistované UV a 
VUV zářením (jako pracovní plyn byl pouţit argon), teplotou a nízkomolekulárními 
chemickými produkty. Výsledkem sterilizace je inaktivační křivka sloţená ze dvou lineárních 
částí, kde první část má strmější průběh. Přidáním vzduchu do argonu je zvýšena účinnost 
inaktivace, pravděpodobně díky vyšší koncentraci reaktivních kyslíkových částic. Dále se 
zabývali sterilizací vnitřních stěn PET lahviček pomocí mikrovlnného výboje generovaného 
magnetronem na vzduchu. Bylo dosaţeno inaktivace pět aţ sedm řádů v závislosti na typu 
mikroorganismu při expozicích plazmatu do 1,5 s. Jako mechanismy inaktivace uvádí 
UV záření, nízkomolekulární chemické produkty (hlavně NO), reaktivní částice kyslíku, teplo 
a zbytkový plyn NO2 (vzniká z NO a O radikálů) [54].  
Gweon a kol. (2008) ve své práci studují mechanismus sterilizace a je zkoumáno, které 
faktory se na sterilizaci podílejí. Experiment je uspořádán jako radiofrekvenční doutnavý 
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výboj v heliu, jako mikroorganismus byl zvolen Escherichia coli s genem pro rezistenci 
k ampicilinu. Opracované vzorky na Petriho misce byly umístěny do termostatu, kde byly 
kultivovány při 37 °C po dobu 12 hodin. Poté byly spočteny kolonie narostlé na Petriho 
misce. Byl zkoumán vliv výkonu na inaktivaci a bylo zjištěno, ze se vzrůstajícím výkonem 
klesá D-hodnota. Při zvýšení výkonu z 50 W na 70 W klesla D-hodnota z 22 s na 11 s. Jeden 
z faktorů, které by se mohly podílet na inaktivaci mikroorganismů, je teplota, proto byl 
sledován vztah mezi teplotou a počtem mikroorganismů. Z výsledků vyplývá, ţe teplota se na 
sterilizačním efektu nepodílí. Dále byl sledován vliv UV záření. Vzorky vystavené působení 
plazmatu byly přikryty křemenným sklíčkem, které UV záření propouští, avšak částice 
vznikající v plazmatu během výboje skrz něj neprojdou. Z tohoto měření vyplývá, ţe UV 
záření se na inaktivaci mikroorganismů nepodílí. Za jeden z důleţitých faktorů, podílejících 
se na sterilizačním efektu, jsou povaţovány kyslíkové radikály. Pro ověření bylo k heliu 
přidáno malé mnoţství kyslíku. Z výsledků vyplývá, ţe po přidání kyslíku k heliu, byla 
sterilizace o 40 % efektivnější oproti pouţití čistého helia. Závěrem lze tedy říci, ţe efektivita 
sterilizace je závislá na přítomnosti radikálů [55]. 
Hong a kol. (2008) pouţívají radiofrekvenční DBD a pracovní plyn je helium s příměsí 
kyslíku. Modelovými mikroorganismy jsou Escherichia coli a spory Bacillus subtilis. Výboj 
je generován v prostoru mezi dvěma elektrodami, z nichţ jedna je perforovaná a druhá 
uzemněná. Z výsledků lze usuzovat, ţe UV záření viabilitu spor ovlivňuje pouze nepatrně. 
Termorezistentní spory nebyly ovlivněny do 70 °C, coţ dokládá klíčovou roli radikálů, 
nikoliv teploty. Autoři se rovněţ zabývali optimální koncentrací kyslíku ve směsi plynů. 
Experimentálně zjistili, ţe nejvyšší míra inaktivace byla dosaţena při koncentraci kyslíku 
0,2 %. To potvrzuje největší podíl kyslíkových radikálů na sterilizaci. Avšak příliš vysoká 
koncentrace kyslíku můţe naopak plazma destabilizovat, tím se sníţí počet kyslíkových 
radikálů a sterilizace se stává neefektivní. K pozorování morfologických změn byl pouţit 
elektronový mikroskop. Na snímcích je patrné prasknutí buněčných stěn, vylití buněčných 
komponent a smrt buňky [56]. 
Brandenburg a kol. (2009) zkoumali vliv UV a VUV záření na inaktivaci mikroorganismů. 
Experiment byl uspořádán jako RF plasma jet a pracovním plynem byl argon s malou příměsí 
vzduchu (0,1 %). Pro vyhodnocení bylo pouţito kombinace mikrobiologických testů a 
diagnostiky plazmatu, mikroorganismy pouţité v experimentu jsou Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli a spory Bacillus antrophaeus. Pro zjištění vlivu UV a VUV záření byly 
vzorky při vystavení plazmatu přikryty křemenným a MgF2 sklíčkem. U Staphylococcus 
aureus došlo během 10 minut k redukci o sedm řádů, Bacillus antrophaeus za 12 minut 
redukce o pět řádů a u Escherichia coli za dobu 7 minut došlo k redukci o sedm řádů. Vliv 
UV a VUV záření je velký, ale ukázalo se, ţe při přímém působení plazmatu bylo dosaţeno  
o dva řády vyšší redukce. Mezi inaktivací působením UV a VUV fotonů nebyl pozorován 
rozdíl [57]. 
Působení plazmatu za atmosférického tlaku i fotokatalyzátor TiO2 jsou známy svou 
schopností inaktivovat mikroorganismy. Jung a kol. (2009) pouţili spojení výše jmenovaných 
způsobů k inaktivaci spor Bacillus subtilis. Toto spojení ukazuje vylepšení, které se projevilo 
v o 40 % větší redukci počtu mikroorganismů oproti plazmatu bez TiO2. Byl pouţit 
radiofrekvenční mód výboje a pracovním plynem zde bylo helium a argon. TiO2 byl pouţit ve 
formě prášku, který byl přimíchán do suspenze spor. Zajímavostí je, ţe oproti jiným 
metodám, kde vzorek musí být v kontaktu s katalyzátorem, aby došlo k inaktivaci, zde byl 
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katalytický efekt zachován, i kdyţ suspenze a katalyzátor nebyly smíchány. Rovněţ byla 
zkoumána koncentrace TiO2, při které je dosaţeno největší inaktivace. Jako nejlepší se 
ukázalo 1 mg ml-1. Pokud byla koncentrace příliš malá nebo naopak příliš velká, efektivita 
sterilizace klesla. Co se týče pracovního plynu, helium se ukázalo jako méně efektivní 
v porovnání s argonem, coţ potvrdilo jiţ dříve publikované práce. Důvodem větší inaktivace 
v přítomnosti TiO2 je skutečnost, ţe dochází ke generování více kyslíkových radikálů, které 
jsou dominantním faktorem při inaktivaci mikroorganismů. Aktivace TiO2 pomocí UV záření 
nebo tepla při působení plazmatu bylo shledáno jako zanedbatelné. Moţnost aktivace TiO2 
plazmatem se zkoumá [58]. 
Xu a kol. (2009) pouţívají koaxiální DBD v argonu, jako modelové mikroorganismy byly 
zvoleny Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Suspenze na Petriho misce byly vystaveny 
působení plazmatu, poté byly Petriho misky umístěny do termostatu a po dobu 48 hodin 
kultivovány při 37 °C. Výsledky experimentu ukazují, ţe koaxiální DBD je v porovnání 
s jinými metodami generujícími nízkoteplotní plazma mnohem účinnější. Principielně se na 
inaktivaci mikroorganismů můţe podílet teplo, elektrické pole, UV záření a reaktivní částice. 
Vliv teploty byl eliminován vysokým průtokem plynu a teplotou okolí (20 °C). Elektrické 
pole v suspenzi je velmi slabé, takţe je nepravděpodobné, ţe by se elektrické pole podílelo na 
sterilizaci. UV fotony by mohly k inaktivaci přispívat za nízkého tlaku, nicméně za 
atmosférického tlaku je většina generovaného záření reabsorbována a není emitována na 
povrch vzorku. Dále bylo zjištěno, ţe počet ţivých organismů klesá se vzrůstající dobou 
působení plazmatu. Předpokládá se, ţe hlavní roli při sterilizaci hrají reaktivní částice , které 
po překročení rozhraní plyn – kapalina atakují buď přímo buněčnou stěnu nebo disociují vodu 
za vzniku OH radikálů. Inaktivace Escherichia coli bylo dosaţeno po 180 s, tento čas však 
nebyl dostatečný pro Staphylococcus aureus, coţ potvrzuje, ţe grampozitivní bakterie jsou 
díky stavbě své buněčné stěny odolnější [59]. 
Poiata a kol. (2009) srovnávají účinnost DBD v heliu v závislosti na různých 
vzdálenostech elektrod (2,5 cm; 3,5 cm) a na různém čase působení plazmatu (25 s, 50 s, 
75 s a 100 s). Testovanými mikroorganismy byly grampozitivní bakterie Bacillus subtilis a 
Streptococcus aureus, gramnegativní Escherichia coli a kvasinka Candida albicans. 
K diagnostice plazmatu byla pouţita optická emisní spektroskopie. Vyhodnocení efektivity 
sterilizace bylo provedeno pomocí inhibičních zón. Naproti tomu, ţe Bacillus subtilis i 
Streptococcus aureus jsou grampozitivní bakterie, vykazují jinou citlivost vůči sterilizačním 
účinkům. U Streptococcus aureus byly inhibiční zóny 4–5 krát větší neţ u Bacillus subtilis. 
Při vzdálenosti elektrod 3,5 cm docházelo ke vzniku ozonu, coţ můţe být příčinou větších 
inhibičních zón v porovnání s výsledky, které byly získány při vzdálenosti 2,5 cm. Autoři 
předpokládají, ţe pro inaktivaci mikrooragnismů je důleţité jak fyzikální poškození 
způsobené ionty, tak chemické poškození zapříčiněné ozonem, atomárním kyslíkem atd. 
V úvahu musí být brána také moţnost perforace buněčné stěny zapříčiněná současným 
působením atomů a iontů a příspěvek elektrostatických sil, které akumulací nabitých částic 
způsobují destabilizaci buněčné stěny. Důsledkem toho můţe docházet k pronikání ozonu a 
atomárního kyslíku a následné oxidaci proteinů a DNA [60]. 
Problémem methicilin rezistentního Staphylococcus aureus se zabývají Joshi a kol. (2010). 
Methicillin rezistentní Staphylococcus aureus (MRSA) je jednou z hlavních příčin 
nozokomiálních infekcí (infekce vzniklé v souvislosti s hospitalizací, první příznaky se 
projeví po 48 hodinách od přijetí do lékařské péče). Problém s kontaminací je především 
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v nemocničním prostředí. Tento patogenní mikroorganismus tvoří biofilmy, které jsou těţko 
odstranitelné běţnými biocidními metodami. V článku je představena nová technika 
dekontaminace virulentních patogenů ve formě planktonické i biofilmu. Byla pouţita varianta 
DBD s pohyblivou elektrodou (FE-DBD – floating electrode dielectric barrier discharge) a 
jako mikroorganismy byly zvoleny Escherichia coli, Staphylococcus aureus a MRSA. Vzorky 
byly vystaveny přímému i nepřímému působení plazmatu a k vyhodnocení efektivity 
sterilizace byly pouţity 3 metody: nepřímá kultivační metoda, která detekuje pouze ţivé 
buňky, kit BacLight detekuje ţivé a mrtvé buňky a XTT test rozlišuje, zda jsou buňky mrtvé 
nebo ţivé a dýchají (pouze respirující buňky přeměňují XTT na oranţově zbarvený 
metabolický produkt). Planktonické formy mikroorganismů o koncentraci 107 byly zcela 
deaktivovány, při koncentraci 108 a 109 proběhla inaktivace s úspěšností 90–95 %, u 109 to 
bylo 40–45 % během méně neţ 60 s a celkově sterility bylo dosaţeno za dobu kratší neţ 
120 s. U biofilmu bylo za 15 s inaktivováno 60 % mikroorganismů. Z výsledků je patrné, ţe 
účinnost sterilizace je závislá na době působení a výchozí koncentraci buněk [61]. 
Deng a kol. (2010) ve své práci diskutují roli teploty, UV záření, nabitých částic a 
reaktivních částic při inaktivaci mikroorganismů. Jako bioindikátor byl zvolen Bacillus 
subtilis, experiment byl uspořádán jako DBD plasma jet a jako pracovní plyn byl pouţit Ar a 
Ar + O2. Vyhodnocení bylo provedeno několika metodami: nepřímou kultivační metodou, 
měřením optických emisních spekter, mnoţstvím proteinů v suspenzi, kdy proteiny vytváří 
barevný komplex s barvivem Coomassie brilliant blue, mnoţstvím produkovaného MDA, coţ 
je jeden z konečných produktů peroxidace lipidů a vliv působení plazmatu na morfologii 
mikroorganismu byl zkoumán pomocí SEM. Při zkoumání vlivu teploty byly vzorky 
vystaveny působení vysokých teplot, role UV byla zkoumána za pouţití křemenného sklíčka, 
kterým byly vzorky při působení plazmatu překryty. Zatímco UV záření křemenným sklíčkem 
proniká, radikály a nabité částice nikoli. Dle získaných výsledků je větší míra inaktivace při 
pouţití směsi Ar + O2. Během 60 s se počet mikroorganismů sníţil o čtyři řády, zatímco při 
pouţití pouze Ar to byly za stejnou dobu dva řády. K celkové inaktivaci došlo ve směsi 
argonu s kyslíkem za 180 s. Z analýzy OES je patrné, ţe produkovaný O3 a reaktivní částice 
mají důleţitou roli při inaktivaci mikroorganismů. Z výsledků měření vyplývá, ţe teplota a 
UV záření nejsou při inaktivaci dominantní, hlavní roli hraje synergický efekt nabitých částic 
a reaktivních částic [62]. 
Korachi a kol. (2010) zkoumají vliv aplikace plazmatu na pH a obsah mastných kyselin 
v buněčné stěně u mikroorganismů Escherichia coli a Staphylococcus aureus. pH a obsah 
mastných kyselin se podílejí na fluiditě buněčné stěny, coţ je důleţitý faktor k přeţití buňky. 
Hlavním cílem studie je ověřit, zda změny pH a sloţení mastných kyselin vedou ke smrti 
buňky. V experimentu byl pouţit koronový výboj a pracovním plynem byl vzduch. Byla 
měřena elektrická vodivost u Escherichia coli. S časem elektrická vodivost vzrostla, coţ je 
způsobeno změnou pH z počáteční hodnoty 7,5 na 1,2 po 20 minutách. Ačkoliv je změna pH 
pro bakterie stresovým faktorem a můţe způsobit smrt, nebylo prokázáno, ţe by tak tomu 
bylo v tomto případě. Výsledky ukazují, ţe v důsledku působení plazmatu byly buňky 
usmrceny po 2 minutách, kdy byla hodnota pH 6. Co se týče obsahu mastných kyselin, nebyly 
vlivem vystavení plazmatu pozorovány ţádné změny. Při bliţším zkoumání bylo zjištěno, ţe 
mastné kyseliny přítomné v mnoţství menším neţ 1 % byly eliminovány, zatímco u 
hojnějších mastných kyselin byly pozorovány nepatrné změny. Avšak nepředpokládá se, ţe 
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by tyto změny způsobily zničení buněčné stěny. Působení plazmatu tedy nemá přímý vliv na 
mastné kyseliny obsaţené v buněčné stěně [63]. 
Kostov a kol. (2010) vystavili vzorky Staphylococcus aureus a Escherichia coli na Petriho 
miskách působení dielektrického bariérového výboje ve vzduchu. Po opracování byly Petriho 
misky inkubovány při 37 °C po dobu 24 hodin a poté byly spočteny kolonie. I přes nízké 
napětí (1 W) došlo k inaktivaci mikroorganismů do 20 minut. Ke zjištění, jaký efekt má 
působení plazmatu na bakteriální buňku bylo pouţito SEM. Ze snímků je patrné, ţe u 
grampozitivní bakterie Staphylococcus aureus dochází k poškození struktury, coţ vede 
k prasknutí stěny a vylití cytoplazmy. Gramnegativní Escherichia coli má tenčí stěnu, a proto 
je mnohem citlivější vůči nabitým částicím a radikálům. Pokud jsou bakterie vystaveny 
přímému působení plazmatu, dochází k leptání reaktivními částicemi kyslíku a dusíku a 
k fyzikálnímu ničení způsobenému nabitými částicemi [64]. 
Dielektrický bariérový výboj nachází praktické vyuţití ve spoustě oblastí, např. ve 
zdravotnictví, potravinářství, ţivotním prostředí, při uchování archiválií a ve spoustě dalších. 
Ve zdravotnictví jej lze vyuţít ke sterilizaci nástrojů, zkumavek a zdravotnických potřeb 
vyrobených z tepelně senzitivních materiálů. Vědecké týmy se rovněţ zabývají moţností 
vyuţití této metody při léčbě nádorových onemocnění. Xianhui Zhang a kol. (2008) pouţili 
dielektrický bariérový výboj k odstranění jaterních rakovinných buněk in vitro. Výboj byl 
buzen v argonu a byl studován vliv přídavku kyslíku. Bylo zjištěno, ţe přídavek kyslíku 
zvyšuje efektivitu procesu [4]. Podobným výzkumem se zabývali rovněţ Chul-Ho Kim a kol. 
(2010). Tým se zabývá studiem biomedicínského vyuţití plazmatu, konkrétně zastavení růstu 
rakovinných buněk. Výzkum je věnován vyuţití plazmatu k léčbě rakoviny a je zkoumán 
mechanismus způsobující antiproliferační vlastnosti a buněčnou smrt. Bylo zjištěno, ţe 
plazma způsobuje zastavení buněčného růstu a apoptózu. Avšak přesné molekulární 
mechanismy zastavení růstu buněk zůstávají neobjasněny. Přesto aplikace plazmatu 
představuje novou terapeutické aplikace modulující buněčnou strukturu a funkci [5]. Dalším 
moţným vyuţitím plazmatu je inaktivace bakterií, které se nacházejí v ústní dutině a tvoří 
biofilm na povrchu zubů. Při experimentu byly pouţity bakterie Streptococcus mutans a 
Lactobacillus acidophilus. Výsledky ukazují, ţe nízkoteplotní plazma je při deaktivaci 
bakterií velmi efektivní a můţe být slibnou technikou pro různé aplikace v dentální medicíně, 
např. dezinfekce ústní dutiny a včasná prevence zubního kazu [6]. Sterilizací plastových 
zkumavek se ve své práci věnovali Hiroyuki Eto a kol. (2008). Pomocí lineárního 
dielektrického bariérového výboje byly sterilizovány plastové zkumavky obsahující spory 
mikroorganismu Geobacillus stearothermophylus. Spory byly inaktivovány během 12 minut a 
výsledky potvrzují, ţe tato technika můţe být vyuţita ke sterilizaci lékařských nástrojů [65]. 
V potravinářství je moţnost vyuţití ke sterilizaci pracovních nástrojů a zařízení, ale i 
potravin. Mnohé provedené experimenty ukazují, ţe vystavení působení plazmatu neovlivňuje 
vlastnosti potravin. Leipold a kol. (2010) zjišťovali účinnost dekontaminace pomocí 
dielektrického bariérového výboje u rotujících noţů pouţívaných v masném průmyslu. Zde je 
častým problémem moţná kontaminace bakterií Listeria monocytogenes. V rámci 
experimentu byly noţe kontaminovány nepatogenní Listeria innocua a vystaveny DBD ve 
vzduchu. Analýzou výsledků autoři dospěli k závěru, ţe je moţné tuto techniku vyuţívat 
během procesu krájení a tím zabránit kříţové kontaminaci [8]. Jako další byla zkoumána 
dekontaminace jednorázového nádobí, jako jsou plastové tácky, hliníkové folie a papírové 
kelímky kontaminované bakterií Listeria monocytogenes. Z výsledků provedených 
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experimentů vyplývá, ţe při pouţití vhodného materiálu a správně zvolených podmínkách 
můţe být dosaţeno uspokojivé úrovně inaktivace neţádoucích mikroorganismů [9]. Hyun Pa 
Song a kol. (2010) provedli studii, jejímţ cílem bylo zjistit efektivitu výboje generovaného 
v heliu za atmosférického tlaku při inaktivaci Listeria monocytogenes na krájeném sýru a 
šunce. Počet mikroorganismů klesal se vzrůstajícím napětím a dobou působení plazmatu. Dle 
výsledků se úspěšnost inaktivace odvíjí od typu potraviny [10]. Sterilizací vajec se zabývali 
Luigi Ragni a kol. (2010). V rámci experimentu byly vejce inokulované bakteriemi 
Salmonella enteritidis a Salmonella typhimurium vystaveny účinkům plazmatu. Bakterie byly 
inaktivovány a aplikace plazmatu neměla ţádný negativní efekt na vlastnosti vajec. Tato 
aplikace můţe být zajímavá pro farmáře, kteří ji mohou vyuţívat pro sanitaci. Další z výhod 
této aplikace je nízká teplota (25 °C) a vzduch jako pracovní plyn, coţ usnadňuje aplikaci 
v průmyslu [11]. Leipold (2007) se ve svém experimentu zaměřil na sterilizaci hroznů, které 
jsou během přepravy napadány plísní Botrytis. Bylo pouţito nízkoteplotní plazma při 
atmosférickém tlaku a jako reaktivní částice zde byl pouţit ozón. Pro srovnání byl stejný 
pokus proveden v atmosféře SO2, který se v současnosti ke sterilizaci hroznů vyuţívá. 
Výsledky ukazují, ţe dostačující koncentrace ozonu je přibliţně 20 ppm a výsledky jsou 
srovnatelné s působením SO2. Navíc nebyla ovlivněna chuť ani vzhled hroznů [7]. Deng a 
kol. (2007) se zabývají inaktivací Escherichia coli na mandlích pomocí nízkoteplotního 
plazmatu. Byly zvoleny různé pracovní podmínky a z výsledků vyplývá, ţe nízkoteplotní 
plazma je schopno inaktivovat Escherichia coli na mandlích a tato technologie má do 
budoucna velký potenciál [12]. 
Vyuţití plazmatu při uchování archiválií se ve své studii věnují např. Laguardia a Vohrer. 
Zhoršení kvality papíru je většinou způsobeno degradací celulózy, na které se podílí mnoho 
faktorů, např. chemické změny zapříčiněné kyselou hydrolýzou oxidačními činidly, světlem, 
znečištěným vzduchem. Dalším faktorem jsou biologické změny způsobené přítomností 
mikroorganismů (bakterie, houby). Cílem výzkumu bylo odstranit nebo redukovat 
mikroorganismy účinkem plazmatu. Byly pouţity různé směsi plynů a pracovní podmínky, 
jako modelové organismy byly zvoleny Aspergillus niger a Penicillium funiculosum, které se 
běţně nacházejí v knihovnách a archivech. Analýzou výsledků dospěli autoři k závěru, ţe 
pomocí plazmatu lze docílit redukce mikroorganismů na papíře a tato technika můţe být 
pouţita pro obnovení a konsolidaci papíru [13, 14]. 
Další moţné vyuţití dielektrického bariérového výboje je  při syntéze ozonu nebo 
k produkci vodíku. Produkce vodíku je důleţitá z hlediska zásobování energií. Umoţňuje 
efektivněji vyuţívat fosilní paliva a sniţovat škodlivé emise pouţíváním vodíkových paliv 
nebo paliv o vodík obohacených. Stále více výzkumů se soustředí na redukci oxidů dusíku 
(NOx) ve výfukových plynech a oxidů síry (SOx) a rozklad těkavých organických sloučenin 
[15, 16]. Dielektrický bariérový výboj lze vyuţít také při úpravách povrchu polymerů a textilu 
[15, 17]. 
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2.5  Analytické metody 
Při vyhodnocování experimentálních dat bylo pouţito následujících analytických metod: 
2.5.1 Optická emisní spektroskopie 
2.5.1.1 Princip 
Optická emisní spektroskopie (OES) je analytická metoda slouţící ke kvalitativnímu a 
kvantitativnímu určení sloţení analyzovaného vzorku z emitovaného záření. Aby vzorek 
emitoval záření, musí být atomy prvku dodáním energie převedeny do excitovaného stavu. 
Optická emisní spektroskopie je jednou z metod diagnostiky plazmatu. Výhodou je, ţe 
plazma nijak neovlivňuje a je to metoda, pomocí níţ je moţné určit sloţení plazmatu, teplotu 
rozdělení energie [67]. 
Záření, které emitují excitované atomy v plynném a plazmovém stavu je polychromatické 
a nespojité. Skládá se z přesně vymezených vlnových délek nebo frekvencí, které daný prvek 
charakterizují. Kvalitativní sloţení prvku určují charakteristické frekvence resp. vlnové délky, 
kvantitativní sloţení pak vychází z poměru intenzit spektrálních čar [67]. 
Optické spektrum vzniká přechody valenčních elektronů z vyšších energetických hladin na 
hladiny niţší, popř. na základní hladinu elektronu v atomu. Dle výběrových pravidel pak 
existují přechody povolené a zakázané. S rostoucím počtem valenčních elektronů roste počet 
přechodů a také vzájemné ovlivňování elektrických a magnetických polí elektronů a 
atomového jádra [67]. 
Intenzita spektrální čáry je tok záření dané vlnové délky. Nejintenzivnější spektrální čáry 
vznikají při přechodu na základní hladinu z nejbliţších vyšších hladin, z nichţ můţe elektron 
přejít jednoznačně jen na základní hladinu. Tyto čáry jsou nazývány rezonanční. Doba 
přechodu z vyšší na niţší hladinu je odhadována na 10-8 s. V případě zakázaného přechodu 
setrvá elektron na vyšší, tzv. metastabilní hladině [67]. 
Při přechodu vybuzeného elektronu na niţší energetickou hladinu dochází k vyzáření 
přebytečné energie ve formě kvanta: 
vhE             (8) 
E je rozdíl příslušných energetických hladin, h je Planckova konstanta (h = 6,626 10–34 J s) 
a  je frekvence [67] 
2.5.1.2 Interpretace spekter 
Ze spekter atomárních čar je moţné získat informaci o elektronové teplotě plazmatu a 
z profilu jednotlivých spektrálních čar lze stanovit i teplotu neutrálního plynu. K měření 
profilu spektrálních čar je vyuţíván spektrometr s vysokým rozlišením (minimálně 
setiny nm). Molekulární spektroskopie plazmatu se omezuje zpravidla jen na problém 
dvouatomových molekul a je vyuţívána pro stanovování teplot a rozdělení energie v plazmatu 
[66]. 
Rotační teplota popisuje rotační rozdělení stavů molekuly. Vzhledem k velmi rychlé 
termalizaci rotačních stavů odpovídá v podstatě teplotě neutrálního plynu. Počet molekul 
nabuzených do jednotlivých rotačních stavů v rámci jedné vibrační hladiny konkrétního 
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kde RT  je rotační teplota, JF  je hodnota rotačního termu, J představuje daný rotační stav a 
k je Bolzmanova konstanta. 
Vibrační teplota charakterizuje vibrační rozdělení stavů molekuly. V neizotermickém 
plazmatu bývá zpravidla vyšší neţ teplota rotační a menší neţ teplota elektronová. 
Na hodnotu vibrační teploty má vliv stupeň ionizace plazmatu, teplota elektronů, teplota a tlak 
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kde Iv´v´´ je intenzita vibračního pásu, v´a v´´ jsou vibrační kvantová čísla horního, resp. 
dolního stavu, A (v´v´´) je pravděpodobnost přechodu a v je vlnočet pásu [66]. 
2.5.1.3 Instrumentace 
Pro potřeby diagnostiky plazmatu musí být zabezpečeno dostatečné rozlišení, např. pro 
rozlišení rotační struktury musí být v řádu setin nm. Převáţně se vyuţívá emisní 
spektroskopie (studium záření, které je přímo emitovaného plazmatem), v poslední době ale 
dochází k rychlému rozvoji různých absorpčních metod, zaloţených zejména na laserech. K 
rozkladu světla se obvykle uţívá optických mříţek s hustotou minimálně 300 čar/mm. 
Všechny spektrometry jsou tvořeny vstupní štěrbinou, kterou lze nastavit výslednou 
rozlišovací schopnost přístroje a částečně je pomocí ní moţno regulovat i intenzitu světla 
vstupujícího do spektrometru. Jako detektory jsou vyuţívány buď fotonásobiče nebo CCD 
prvky. Při pouţití fotonásobičů je nutné ještě zařadit výstupní štěrbinu, která vybírá velmi 
úzký spektrální interval dopadající na vlastní detektor. Díky tomu je dosaţeno většího 
rozlišení neţ u CCD detektorů, ale není moţné najednou zaznamenat celý úsek spektra. V 
případě pouţití fotonásobiče je výsledné spektrum zaznamenáváno pomocí zapisovače na 
papír nebo u modernějších přístrojů do počítače. Spektrum pořízené CCD detektorem lze 
zaznamenávat pouze pomocí počítače [66]. 
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2.5.2 Skenovací elektronová mikroskopie 
2.5.2.1 Úvod  
Skenovací elektronový mikroskop (SEM), často také označovaný jako rastrovací (REM) 
elektronový mikroskop je zařízení umoţňující sledování povrch zkoumaných objektů při 
velkém zvětšení. Jak je patrné z názvu, paprsek elektronů v preparátové komoře mikroskopu 
řádkuje (rastruje, skenuje) malou plochu na povrchu vzorku. Při interakci koncentrovaného 
svazku urychlených elektronů s atomy preparátu dochází k jevům, v jejichţ důsledku vznikají 
signály, které jsou detekovány a některé pouţity k tvorbě obrazu [68]. 
Skenovací elektronový mikroskop dosahuje oproti světelným mikroskopům většího 
rozlišení a zvětšení. To je způsobeno kratší vlnovou délkou elektronů v porovnání s fotony. 
Další velkou výhodou je značná hloubka ostrosti, která umoţňuje dobře pozorovat i členité 
objekty [68].  
 
2.5.2.2 Princip SEM 
Aby mohl mikroskop zobrazit výsledný obraz, musí elektronový svazek interagovat  
s preparátem. Výsledkem interakce je některý ze signálů, které nesou zobrazovanou informaci 
o mikrostruktuře [69].(Obrázek 12) 
 
 
Obrázek 12: Interakce elektronů s preparátem [70]. 
 
Primární elektrony jsou uvolňovány elektronovou tryskou, urychleny a prochází tubusem 
mikroskopu a dopadají na vzorek. Sekundární elektrony vznikají v důsledku interakcí 
primárních elektronů s atomy preparátu. Od primárních elektronů se liší svojí energií, která je 
velmi nízká. Produktem interakce primárních elektronů s atomy preparátů jsou zpětně 
odraţené elektrony. Jejich energie je srovnatelná s energií primárních elektronů [68]. Při 
dopadu elektronů na preparát se můţe uvolit elektron, do vakance můţe přejít některý 
elektron z vyšší energetické hladiny. Při tomto přechodu se uvolní kvantum energie a dojde 
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k emisi Augerova elektronu, rentgenového záření. Některé elektrony vyvolají emisi fotonů. 
Tento jev se nazývá katodoluminiscence [70]. 
K zobrazení topografie vzorku se vyuţívají elektrony sekundární. Zpětně odraţené 
elektrony jsou velmi citlivé na změny atomového čísla, proto jsou pouţívány k získávání 
informací o prvkovém sloţení preparátu, stejně jako rentgenové záření [68]. 
Jas paprsku tvořícího obraz na monitoru mikroskopu je dán intenzitou detekovaného 
signálu, který v kaţdém bodě své dráhy po povrchu preparátu uvolní primární svazek 
elektronů. Pokud jsou detekovány emitované sekundární elektrony s nízkou energií, dostane 
se jich k detektoru z vyvýšených oblastí na vzorku více neţ z prohlubní. Ve výsledném 
obrazu povrchu vzorku budou vyvýšené oblasti světlé a prohlubně tmavé [68]. 
2.5.2.3 Instrumentace 
Skenovací elektronový mikroskop je tvořen zdrojem elektronů, vakuovým systémem, 
elektromagnetickými čočkami, vychylovacími cívkami, objektivem a detektorem. Schéma 
SEM viz Obrázek 13. 
Lze vyuţít dva druhy zdroje elektronů – termoemisní a autoemisní. U termoemisního 
zdroje (wolframové vlákno, krystal LaB6) dochází k uvolnění elektronů na základě zahřátí 
vlákna v důsledku průchodu elektrického proudu. V případě autoemisního zdroje jsou 
elektrony emitovány studeným wolframovým vláknem vyleptaným do hrotu [70]. Elektrony 
jsou emitovány z katody do vakua, svazek elektronů je fokusován elektromagnetickými 
čočkami a dopadá na preparát [69]. 
Elektromagnetické čočky v tubusu mikroskopu formují svazek primárních elektronů, jejich 
úkolem je zmenšovat průměr svazku elektronů dopadajících na vzorek [68]. Jedná se o 
prstence z velmi čistého, měkkého ţeleza zasazené v cívkách a pracují pouze ve vakuu [70]. 
Vychylovací cívky slouţí k vychylování svazku primárních elektronů. Pro kaţdý směr se 
pouţívá dvojice cívek a tím se sniţují optické vady zobrazení [69]. 
Objektiv je nejdůleţitější částí zobrazovací soustavy SEM, na jeho vlastnostech závisí 
dosaţitelná rozlišovací schopnost. Rozlišovací schopnost je definována jako nejmenší 
vzdálenost dvou bodů v obraze vhodného objektu, které můţeme rozeznat jako oddělené. Je 
dána vlnovou délkou urychlených elektronů [69]. 
K detekci sekundárních a zpětně rozptýlených elektronů slouţí scintilační nebo 
polovodičový detektor umístěný v preparátové komoře. V případě scintilačního detektoru 
dopadají elektrony na fluorescenční stínítko, které následkem toho emituje světlo. Světelný 
signál je zesílen a ve fotonásobiči převeden na signál elektrický. U polovodičového detektoru 
vznikne elektrický signál po dopadu elektronu na povrch [68]. 
Vakuový systém má za úkol udrţovat vakuum uvnitř mikroskopu na poţadované provozní 
hodnotě [69]. Celý vnitřní prostor tubusu a preparátové komory je v SEM vyčerpán na 
hodnotu vakua v závislosti na typu pouţitého elektronového zdroje. V případě přímo ţhavené 
wolframové katody to znamená 10-2 aţ 10-3 Pa. K získání a udrţení této hodnoty vakua 
obvykle postačí dvoustupňový čerpací systém, tvořený rotační a difúzní pumpou [71]. 
Existuje několik druhů skenovacích mikroskopů, v našem případě byl pouţit 
environmentální skenovací elektronový mikroskop. Environmentální SEM umoţňuje 
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pozorovat vzorky s obsahem vody aţ 90 %. Přístroj můţe být vybaven termoemisní nebo 
autoemisní tryskou. Vnitřní prostor mikroskopu je rozdělen do komor se stoupající hodnotou 
tlaku. V preparátové komoře můţe být tlak aţ 2 kPa, v důsledku čehoţ je moţno pozorovat 
vzorky obsahující vodu, aniţ by se z nich bouřlivě uvolňovala. Sekundární elektrony jsou 
detekovány ionizačním detektorem. Signál je k detektoru veden pomocí ionizace molekul 
plynu nebo vzduchu sekundárními elektrony [68]. 
 
 
Obrázek 13: Schéma SEM [72] . Electron gun – elektronová tryska, electron beam – 
elektronový paprsek, anode – anoda, magnetic lens – magnetická čočka, scanning coils – 
vychylovací cívky, backscattered electron detector – detektor zpětně odražených elektronů, 
secondary electron detector – detektor sekndárních elektronů, stage – podložka, specimen – 
vzorek, to TV scanner – vytváří obraz na monitoru. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Jako modelové organismy byly v diplomové práci pouţity bakterie Bacillus 
subtilis CCM 8192 a Escherichia coli. 
3.1 Bacillus subtilis 







Druh: Bacillus subtilis 
[73] 
Mezi další druhy rodu Bacillus patří Bacillus polymyxa, Bacillus macerans, Bacillus 
cereus, Bacillus anthracis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans, Bacillus 
thuringiensis, Bacillus sphaericus [19]. 
 
 
Obrázek 14: Křížový roztěr a Gramovo barvení Bacillus subtilis [74]. 
 
3.1.2 Morfologie 
Bacillus subtilis patří mezi grampozitivní bakterie, buňky mají tvar tyčinek a jsou 
uspořádány v řetízcích (Obrázek 14). Velikost buněk se pohybuje 2-3 μm do délky a 0,7-
0,8 μm do šířky. Spory jsou oválného tvaru, nezduřující buňku [74]. Endospory rodu Bacillus 




Bacillus subtilis je aerobní, chemoorganotrofní mikroorganismus [74]. Produkuje několik 
polypeptidových antibiotik [19]. Patří mezi kataláza pozitivní, lecitináza negativní, tvoří 
acetoin, netvoří arginin dihydrolázu, hydrolyzuje ţelatinu, škrob a eskulin, redukuje nitráty. 
Optimální růstová teplota je 30 °C. Roste při 50 °C, nicméně při 55 °C jiţ neroste [74]. 
3.1.4 Význam 
Bacillus subtilis je v přírodě nejrozšířenější [19]. Vyskytuje se v půdě a vodě [74]. 
V pekárenském průmyslu je hlavní příčinou nitkovitosti chleba. Bakteriální amylázy získané 
z bakterie Bacillus. subtilis se uplatňují v pivovarství a v textilním průmyslu, proteinázy se 
pouţívají do pracích prostředků [75]. 
Bacillus subtilis byla první grampozitivní bakterie, u které byl rozluštěn genetický kód. 
Ačkoliv není povaţována za patogenní pro člověka, můţe kontaminovat jídlo a ve vzácných 
případech můţe způsobit otravu [76]. 
Spory jsou běţně pouţívány jako testovací spory v H2O2 nebo při UV dekontaminaci. 
Předpokládá se jejich rezistence vůči oxidačním činidlům nebo prostředí a vysoká 
termorezistence [47, 19].  
3.2 Escherichia coli 







Druh: Escherichia coli 
[77] 
Bakterii Escherichia coli poprvé objevil při studiu intestinální flory v roce 1885 německý 
pediatr Theodore Escherich. Bakterie byla pojmenována Bacterium coli commune. Tento 
název byl uţíván aţ do roku 1919, kdy Castella Chalmers definoval bakteriální rod 
Escherichia [23] 
Vědecká synonyma jsou Bacillus coli, Bacterium coli, Bacterium coli commune, 
Escherichia coli, Eschericia coli [77]. Mezi další druhy rodu Escherichia patří Escherichia 




Obrázek 15: Křížový roztěr a Gramovo barvení Escherichia coli [78]. 
 
3.2.2 Morfologie 
Escherichia coli patří mezi gramnegativní bakterie, buňky mají tvar rovných tyček a jsou 
jednotlivě nebo uspořádány po dvou (Obrázek 15). Velikost buněk se pohybuje 2-6 μm do 
délky a 1,1-1,5 μm do šířky. Buňky jsou pohyblivé pomocí bičíků nebo mohou být 
nepohyblivé Bakterie netvoří spory [78]. 
3.2.3 Metabolismus 
Escherichia coli je fakultativně anaerobní, chemoorganotrofní mikroorganismus [78]. 
Disponuje respiračním i kvasným metabolismem [19]. Patří mezi kataláza pozitivní, oxidáza 
negativní, laktóza pozitivní, tvoří indol, netvoří sulfan a acetoin. Optimální růstová teplota je 
37 °C. [78]. Escherichia coli zkvašuje cukry (glukózu, laktózu, některé pentózy a alkoholické 
cukry za tvorby kyselin (kyseliny mravenčí, mléčné, pyrohroznové, octové) a plynu. 
Schopnosti zkvašovat laktózu za vzniku kyselin se vyuţívá při zjišťování této bakterie 
v potravinách a ve vodě [19]. 
3.2.4 Význam 
Escherichia coli je potenciální patogen. Je to běţný komenzál tlustého střeva 
teplokervných ţivočichů a člověka [78]. Tato bakterie je indikátorem fekálního znečištění 
vody a potravin. Její přítomnost ve vodě nebo potravinách značí, ţe stejnou cestou mohlo 
dojít ke kontaminaci patogenními střevními bakteriemi (Salmonella, Shigella). Některé 
enteropatogenní kmeny Escherichia coli (EEC) způsobují průjmová střevní onemocnění a 
onemocnění močových cest [19]. Závaţnými střevními patogeny a původci četných 
průjmových onemocnění po celém světě jsou bakteriální kmeny Escherichia coli produkující 
verocytotoxin (VTEC). Tyto bakterie se mohou nacházet v syrovém či nedostatečně 
uvařeném mase, nepasterovaném mléce a mléčných výrobcích, syrové zelenině a 
nepasterované jablečné šťávě. Ničí se při teplotě 60 °C za 30 minut, varem během jedné 
minuty, při skladování potravin v chlazeném nebo zmrazeném stavu přeţívá [79]. 
Escherichia coli je nejprozkoumanějším mikrobiálním druhem, slouţí proto jako modelový 
mikroorganismus pro biochemické, genetické i fyziologické studie. Poprvé u ní byla 
pozorována a prostudována konjugace a výměna genetického materiálu. Chromozom byl 
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podrobně zmapován a rovněţ bakteriofágy tento chromozom napadající jsou dobře 
prostudovány [19]. 
3.3 Dielektrický bariérový výboj 
První výzkum byl zaměřen na vyuţití DBD pro generování ozónu. Postupem času však 
našel DBD výboj uplatnění také při řadě dalších průmyslových aplikací, např. CO2 lasery, 
excimerní UV lampy, rozklad VOC, plazmové displeje, ale také při povrchových úpravách 
materiálů včetně nanášení tenkých vrstev [80]. 
Pro bariérový výboj je typická přítomností jedné nebo více pevných dielektrických 
bariérových vrstev umístěných mezi kovovými elektrodami (viz Obrázek 16). Dielektrická 
bariéra kontroluje distribuci náboje a energii mikrovýbojů na povrchu elektrody. Jako 
materiál pro dielektrikum se nejčastěji pouţívá sklo, křemičité sklo, keramické nebo 
polymerní materiály. Bariérový výboj můţe vznikat v širokém rozmezí tlaků, nejčastěji však 
při tlacích 0,1-1 atmosféra. Z důvodu přítomnosti nevodivé bariérové vrstvy je výboj buzen 
střídavým napětím. Napětí mezi elektrodami je obvykle v rozsahu 1–100 kV. Frekvence se 
pohybuje v intervalu desítek Hz-MHz. Prostor mezi elektrodami se většinou pohybuje 
v rozmezí několika desetin mm aţ k několika cm v závislosti na poţadované aplikaci [80]. 
 
 
Obrázek 16: Základní experimentální uspořádání dielektrických bariérových výbojů [80]. 
AC generator - zdroj střídavého napětí, discharge gap - prostor mezi elektrodami, dielectric 
barrier - dielektrická bariéra, high voltage electrode - vysokonapěťová elektroda, ground 
electrode - uzemněná elektroda. 
 
Jestliţe k dvojici elektrod, mezi nimiţ se nachází dielektrická bariéra, připojíme vysoké 
střídavé napětí s amplitudou větší neţ je průrazné napětí plynu mezi elektrodami, získáme 
dielektrický bariérový výboj. V tomto případě slouţí dielektrická bariéra jako sériově 
připojený kondenzátor omezující elektrický proud v prostoru mezi elektrodami. Elektrický 
průraz v plynu způsobí lokální nabíjení bariéry, jehoţ následkem je pokles napětí v plynu. To 
po velmi krátké době (řádově desítky nanosekund) klesne pod průrazné napětí plynu a výboj 
zanikne. K dalšímu výboji můţe dojít pouze zvýšením přiloţeného napětí nebo změnou jeho 
polarity. Z tohoto důvodu se pro napájení bariérového výboje pouţívá střídavé napětí [80]. 
Za atmosférického tlaku se DBD většinou vyskytuje v tzv. filamentárním módu. To 
znamená, ţe výboj má podobu velkého mnoţství výbojových kanálů, tzv. filamentů. Kaţdý 
z filamentů je prostorově výrazně ohraničen, jeho průměr bývá řádově desetiny milimetru a 
trvání od několika nanosekund po jednotky mikrosekund [80]. Vlastnosti jednoho filamentu 
příliš nezávisí na vlastnostech přivedeného napětí (amplituda, frekvence). Odvíjejí se od 
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vlastností pouţitého plynu, dielektrika a konfigurací elektrod. Velikost amplitudy napětí 
ovlivňuje pouze mnoţství vznikajících filamentů. Nezávislost vlastností filamentů na 
vlastnostech elektrického pole přestává platit, jestliţe doba nárůstu napětí je srovnatelná 
s dobou trvání filamentu. Velkou nevýhodou filamentárního módu je jeho nehomogenita, 
proto je vyuţitelnost filamentárního výboje omezena na procesy s niţšími nároky na 
homogenitu výboje [81]. 
Při určitých podmínkách (plyn, frekvence, napětí, případně konfigurace elektrod) lze získat 
zdánlivě homogenní difúzní mód DBD [80]. V tomto módu nelze přímo rozlišit jednotlivé 
filamenty, výbojový kanál pokrývá prakticky celou plochu dielektrika. Trvání tohoto výboje 
je také mnohem delší, řádově desítky aţ stovky mikrosekund. Budeme-li tedy sledovat časový 
průběh výbojového proudu, můţeme tak od sebe odlišit jednotlivé typy výboje. Výhodou je 
jiţ zmiňovaná homogenita výboje, hlavní nevýhodou je to, ţe difúzní výboj vzniká jen 
v některých plynech nebo směsích plynů a jen v určitém rozsahu napětí a frekvencí. Na jeho 
vznik můţe mít rovněţ vliv prostorové uspořádání elektrod [81]. 
U dielektrického bariérového výboje jsou dvě základní uspořádání elektrod – rovinné nebo 
prostorové. Výboje můţeme rozdělit na objemové a povrchové, toto dělení je podle orientace 
výbojových filamentů vůči dielektrické vrstvě. Jsou-li výbojové mikrofilamenty orientovány 
kolmo na rovinu dielektrika (elektrody jsou naproti sobě), hovoříme o objemovém výboji. 
Výhodou je technická jednoduchost provedení, relativně velký objem vzniklého plazmatu a 
nízké nároky na dielektrickou pevnost bariéry. Nevýhodou tohoto uspořádání je nemoţnost 
opracovávání materiálů tlustších, neţ je vzdálenost mezi elektrodami. V povrchových 
výbojích jsou výbojové mikrofilamenty orientovány tečně k rovině dielektrika (elektrody jsou 
v jedné rovině). Toto uspořádání umoţňuje opracovávat materiály o libovolné tloušťce, ale 
pouze povrchově, protoţe tloušťka vzniklého plazmatu odpovídá tloušťce samotných 
mikrofilamentů (desetiny milimetru) [82]. 
3.4 Experimentální zařízení 
Experimentální aparatura je zaloţena na principu objemového dielektrického bariérového 
výboje. Plazmové zařízení (Obrázek 17) se skládá z regulovatelného zdroje stejnosměrného 
(DC) napětí, vysokofrekvenčního zdroje, vysokonapěťového (VN) autotransformátoru a 
samotného DBD reaktoru. Výboj je generován mezi dvěma kovovými elektrodami pokrytými 
dielektrickou bariérovou vrstvou. Napětí mezi elektrodami lze při daném uspořádání měnit 
v rozsahu 3–10 kV, s frekvencí do 10 kHz. Vnější rozměry DBD reaktoru jsou 
120×118×120 mm. Objem výboje je pak dán plochou elektrod 90×70 mm a jejich 
vzdáleností. Vzdálenost elektrod lze pomocí šroubu měnit. Při experimentu byla pouţita 
vzdálenost 3 mm pro argon i pro dusík. Jako materiál dielektrika je pouţit mikanit (štípaná 
slída), tloušťka vrstvy je 0,5 mm. Průtok argonu i dusíku byl 3 l min-1. Obrázek 18 znázorňuje 
schéma elektrického obvodu a reaktoru. Obrázek 19 je pak plazmový reaktor s objemovým 
výbojem. 




x           (11) 
kde U značí napětí, I je proud, η značí účinnost a V je objem plazmatického výboje. 
 54 
Objem výboje získáme z rozměrů elektrod 90×70 mm a jejich vzdálenosti 3 mm. Účinnost 
zařízení je 0,4. Pro vloţené napětí 70 V je hustota plazmového výkonu 2725,93 mW cm–3 pro 
argon a 2325,93 mW cm
–3
 pro dusík. 
 
 
Obrázek 17: Plazmové zařízení: 1/ regulovatelný zdroj stejnosměrného napětí; 2/ vysoko- 



























Obrázek 19: Plazmový DBD reaktor s objemovým výbojem. 
3.5 Popis experimentu 
3.5.1 Příprava suspenze 
3.5.1.1 Příprava suspenze Bacillus subtilis 
Na ţivné médium MPA2 (Himedia M 1269) byl naočkován Bacillus subtilis. Kultivace 
probíhala 10 dní při teplotě 37 °C. Poté byla připravena očkovací suspenze. Do zkumavky se 
šikmým agarem, na němţ byla bakterie kultivována, byl nalit sterilní fyziologický roztok a 
mikroorganismus byl do roztoku uvolněn očkovací kličkou. 1,7 ml takto připravené suspenze 
bylo naočkováno do 100 ml sporulačního média (Himedia M 1018). Bakterie byla 
kultivována při teplotě 37 °C po dobu 10 dní. Poté bylo sporulační médium slito a na dně 
Erlenmayerovy baňky zůstaly jen spory Bacillus subtilis. Spory byly řádně promíchány a 
nality do centrifugačních uzavíratelných sterilních mikrozkumavek o objemu 2 ml. Suspenze 
byla dvakrát centrifugována (10000 ot min–1, 20 °C, 10 minut) a promyta 2 ml sterilního 
fyziologického roztoku. Po dvou promytích byly mikrozkumavky 30 minut zahřívány na 
vodní lázni o teplotě 65 °C, aby byly inaktivovány vegetativní buňky. Takto připravená 
suspenze byla uchována v lednici pro další pouţití. 
3.5.1.2 Příprava suspenze Escherichia coli 
Na ţivné médium MPA2 (Himedia M 1269) byla naočkována bakterie Escherichia coli. 
Kultivace probíhala 2 dny při teplotě 37 °C. Poté byla připravena očkovací suspenze. Do 
zkumavky se šikmým agarem, na němţ byla bakterie kultivována, byl nalit sterilní 
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fyziologický roztok a mikroorganismus byl do roztoku uvolněn očkovací kličkou. Očkovací 
suspenze byla nalita do centrifugačních uzavíratelných sterilních mikrozkumavek o objemu 
2 ml. Suspenze byla dvakrát centrifugována (10000 ot min–1, 20 °C, 10 minut) a promyta 2 ml 
sterilního fyziologického roztoku. Po dvou promytích byla odstředěná kapalina čirá a na dně 
zkumavky byly usazeny buňky bakterie Escherichia coli. Takto připravená suspenze byla 
uchována v lednici pro další pouţití. 
3.5.2 Příprava vzorku 
 Postup je stejný pro vzorky Bacillus subtilis i Escherichia coli. Do sterilních Petriho 
misek byly vloţeny sterilní disky papíru o průměru 3 cm (papír Whatman 1). Na vzorky 
papíru bylo napipetováno 100 μl očkovací suspenze. Vzorky byly vysušeny při teplotě 25 °C 
po dobu 24 hodin.  
3.5.3 Opracování vzorku 
Vzorky byly vystaveny účinkům dielektrického bariérového výboje buzeného v argonu 
nebo dusíku. Vzorek byl umístěn na podloţku ve tvaru podkovy vyrobené ze stejného 
materiálu jako elektrody a opatřené oboustrannou lepicí páskou, aby se zamezilo pohybu a 
případnému odfouknutí vzorku. Tato podloţka byla vloţena do středu mezi elektrody, prostor 
reaktoru byl uzavřen po dobu 2 minut, aby byl dostatečně promyt pracovním plynem. Poté byl 
vzorek vystaven působení výboje. Aby byl eliminován vliv teploty, byly vzorky 
opracovávány po dobu 30 s a poté následovala 120 s pauza. Pro zjištění vlivu UV záření na 
sterilizaci bakterie Bacillus subtilis byla část vzorků při opracování přikryta křemenným 
sklíčkem, které UV záření propouští, reaktivní částice však přes něj neprojdou, část byla 
ponechána nezakryta. V průběhu experimentu byl sledován vliv doby expozice a typu 
pouţitého plynu na sterilizační účinek, byly studovány sterilizační účinky teploty a UV záření 
přítomné v dielektrickém bariérovém výboji. Pro opracování byly pouţity časy 30, 60, 90, 
120, 180, 210, 240 a 270 s a hustota plazmového výkonu 2725,93 mW cm–3 pro argon a 
2325,93 mW cm
–3
 pro dusík. 
Při opracování vzorku Escherichia coli byly pouţity časy 30, 60, 90, 120, 180, 210 a 240 s 
a hustota plazmového výkonu 2725,93 mW cm–3. Jako pracovní plyn byl pouţit argon, 
protoţe se v předešlých experimentech ukázal jako efektivnější [84]. V průběhu experimentu 
byl sledován vliv doby expozice na sterilizační účinek, v případě Escherichia coli vliv UV 
záření a teploty nebyl zkoumán. 
3.5.4 Vyhodnocení  
Po opracování byl vzorek vloţen do reagenční lahve obsahující 10 ml sterilního 
fyziologického roztoku, Tween 80 a skleněné kuličky. Vzorky byly přes noc umístěny na 
třepačku, kde došlo k vymytí spor ze vzorku.  
Suspenze spor Bacillus subtilis byla naředěna a jednotlivé zředěné vzorky byly přelivem 
naočkovány na agar na Petriho misky. Petriho misky byly kultivovány v termostatu po dobu 
3 dní při teplotě 30 °C. Poté byly spočteny vytvořené kolonie mikroorganismu. 
V případě Escherichia coli byla naředěná suspenze spor na agar na Petriho misky 
očkována roztěrem. Petriho misky byly kultivovány v termostatu po dobu 24 hodin při teplotě 
37 °C. Poté byly spočteny vytvořené kolonie mikroorganismu. 
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3.5.5 Zpracování výsledků 
Postup je shodný pro Bacillus subtilis i Escherichia coli. Ze získaných hodnot počtu 
mikroorganismů byla spočtena koncentrace mikroorganismu ve výchozím vzorku. U 
získaných výsledků byl hodnocen vliv pouţitého plynu na účinnost sterilizace, vliv pouţitého 
výkonu na účinnost, vliv doby expozice na účinnost, byl sledován vliv teploty a UV záření. 
Původní počet bakterií Bacillus subtilis byl 1,6.107 CFU ml–1. 
Původní počet bakterií Escherichia coli byl 3,5.107 CFU ml–1. 
3.5.6 Studium vlivu UV záření a teploty 
Při studiu vlivu UV záření na sterilizační účinek dielektrického bariérového výboje bylo 
pouţito křemenné sklo, jímţ byla část vzorků přikryta. Křemenné sklo bylo pouţito proto, ţe 
propouští UV záření, avšak ne reaktivní částice. Opracování vzorků probíhalo stejným 
způsobem, jako je uvedeno v kapitole 3.5.3. Na takto opracované vzorky tedy působilo jen 
UV záření a teplota, kterou nikdy nelze zcela eliminovat. Reaktivní částice se v tomto případě 
na deaktivaci nepodílely. 
Při zjišťování, jaký podíl na inaktivaci mikroorganismů má teplota bylo pouţito 
termočlánku. Postup je stejný, jako při opracování vzorků, jen s tím rozdílem, ţe do prostoru 
mezi elektrodami je vkládán termočlánek. Pro kaţdý měřený čas byla zjištěna dvojice teplot; 
teplota 1 odpovídá teplotě před spuštěním zařízení, teplota 2 je teplota po ukončení působení 
výboje. Tyto hodnoty byly změřeny pro argon i pro dusík. Přehled naměřených hodnot 
viz Tabulka 2. Takto získaná data byla pouţita pro měření vlivu teploty na samotných 
vzorcích. Jak je z naměřených dat patrné, v dusíku byl zaznamenán větší nárust teploty neţ 
v argonu, proto byla tato data pouţita pro další měření.  
 
Tabulka 2: Teploty mezi elektrodami při výboji generovaném v argonu a dusíku. 
Čas [s] 
Argon Dusík 
Teplota 1 [°C] Teplota 2 [°C] Teplota 1 [°C] Teplota 2 [°C] 
30 28,1 36,2 25,3 35,9 
60 32,2 39,8 33,5 44,1 
90 36,1 44,4 38,4 48,5 
120 38,9 46,0 41,6 53,8 
180 42,3 49,0 47,8 57,7 
210 45,1 55,3 53,1 62,8 
240 49,8 59,8 59,4 65,4 
270 53,2 65,1 65,2 71,3 
 
Při měření v termostatu byly vzorky připraveny stejným způsobem, jako je popsáno 
v kapitole 3.5.2. Vzorky byly umístěny do termostatu, kde byly vystaveny teplotám 
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odpovídajícím hodnotám, jeţ byly naměřeny mezi elektrodami dielektrického bariérového 
výboje za pouţití dusíku jako pracovního plynu. Počáteční teplota byla nastavena na 36 °C. 
Po 30 s byla z termostatu odebrána první Petriho miska se vzorky. Ostatní Petriho misky byly 
odebrány po 2 minutách. Po odebrání vzorků byla naměřena teplota 32 °C. K poklesu teploty 
došlo vlivem otevření termostatu. Poté byl termostat nastaven na teplotu 44 °C. Po dosaţení 
této teploty byly vzorky vloţeny zpět do termostatu. Tento postup se stále opakoval a poslední 
vzorek byl vystaven teplotě 71 °C. Tabulka 3 jsou naměřené hodnoty. Teplota 1 je teplota 
nastavená na termostatu, teplota 2 je teplota naměřená vţdy před nastavením následující vyšší 
teploty.  
 
Tabulka 3: Teploty naměřené při studiu vlivu teploty. 
Čas [s] 
Bacillus subtilis 
Teplota 1 [°C] Teplota 2 [°C] 
30 36 32 
60 44 40 
90 49 42 
120 54 46 
180 58 51 
210 63 55 
240 65 60 
270 71  
 
3.6 Optická emisní spektroskopie plazmatu  
Při měření spekter byl vyuţit přístroj Jobin-Yvon TRIAX 550 s mříţkou 1200 a 
3600 vrypů mm–1, vybavený CCD detektorem chlazeným dusíkem. Spektra byla měřena  
v dusíku i argonu v rozsahu 200–350 nm (UV oblast). Pro tento účel byla vyuţita mříţka 
3600 vrypů mm–1. Dále byla na mříţce s 1200 vrypy měřena přehledová spektra pro oba 
pracovní plyny v rozmezí vlnových délek od 300 do 850 nm.  
Pomocí optické emisní spektroskopie byla provedena diagnostika DBD výboje pracujícího 
v dusíku a argonu. Spektrum dusíku a argonu bylo měřeno pomocí křemenného optického 
vlákna, zpevněného kovovou spirálou, které bylo prostrčeno skrz 
poly(methylmethakrylátový) kryt. 
Spektra byla změřena a vyhodnocena Mgr. Věrou Mazánkovou, Ph.D. a Bc. Hanou 
Vojkovskou za pouţití programu Spectrum Analyzer 1.6. Tento program také umoţnil 
výpočet rotačních a vibračních teplot pro oba pracovní plyny. 
3.7 SEM 
Pro environmentální skenovací elektronovou mikroskopii byl pouţit přístroj SEM Tescan 
Vega, který byl upraven na enviromentální rastrovací elektronový mikroskop (EREM), 
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vyhodnocení bylo provedeno pomocí programu Vega TC. Tlak v komoře byl 4.102 Pa a tlak  
v tubusu 8.10
–3
 Pa. Urychlovací napětí mělo hodnotu 20 kV a byl pouţit ionizační detektor. 
Zvětšení u jednotlivých snímků se lišilo, v případě snímků spor Bacillus subtilis bylo pouţito 
zvětšení 20000×, při analýze struktury papíru se jednalo o zvětšení 1000×.  
K analýze byly pouţity vzorky Bacillus subtilis nanesené na filtračním papíře Whatman 1. 
Byl analyzován neopracovaný vzorek a vzorek vystavený účinkům DBD po dobu 240 s, 
výboj byl buzen v argonu. Ze vzorku byl vystřiţen čtverec o rozměrech přibliţně 0,5×0,5 cm, 
ten byl umístěn na podloţku. Po vytvoření vakua byl pozorován vliv působení plazmatu na 
spory Bacillus subtilis i vliv na nosný materiál, tedy papír.  




4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Cílem diplomové práce bylo studium sterilizačních účinků teploty a UV záření jakoţto 
dílčích inaktivačních mechanismů uplatňujících se při sterilizaci v dielektrickém bariérovém 
výboji. Jako modelový mikroorganismus byla zvolena bakterie Bacillus subtilis. Rovněţ bylo 
provedeno srovnání sterilizačního účinku dielektrického bariérového výboje na grampozitivní 
a gramnegativní bakterie. Jako gramnegativní bakterie byla zvolena Escherichia coli, 
grampozitivní bakterie je Bacillus subtilis. Na základě předchozích experimentů [84] byla při 
všech měřeních pouţita hustota plazmového výkonu 2725,93 mW cm–3. Získané výsledky 
byly shrnuty do následujících grafů a tabulek. 
4.1 Diagnostika plazmatu 
Pomocí optické emisní spektroskopie byla provedena diagnostika dielektrického 
bariérového výboje buzeného v argonu a dusíku. Na základě získaných spekter byl 
vyhodnocen vliv jednotlivých agens na celkový sterilizační účinek dielektrického bariérového 
výboje. Spektra byla vyhodnocena pomocí programu Spectrum Analyzer 1.6. Tento program 
umoţnil rovněţ výpočet rotačních a vibračních teplot.  
 
 
Obrázek 20: Emisní spektrum výboje buzeného v argonu. 
 
Z emisního spektra výboje buzeného v argonu (Obrázek 20) je patrná přítomnost  
OH–systému v oblasti okolo 308 nm. Dále zde byl v oblasti 337 nm detekován druhý systém 
dusíku. Přehledové spektrum navíc ukázalo argonové čáry v oblasti nad 690 nm a čáry 
atomárního kyslíku (777 nm). Potenciálně mohl být přítomen také NO–systém, avšak ten se 
nepodařilo detekovat.  
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Obrázek 21: Emisní spektrum výboje buzeného v dusíku. 
 
Obrázek 21 je emisní spektrum výboje buzeného v dusíku. Zde je, stejně jako ve spektru 
argonu, přítomen OH–systém (306–310 nm). Dále je moţné detekovat druhý pozitivní systém 
dusíku (315 a 337 nm). V oblasti 220–290 nm byla zaznamenána emise NO  molekulového 
pásu, coţ prokazuje přítomnost UV záření a jeho moţný podíl na inaktivačním procesu. 
Přítomnost kyslíku v obou plynech a dusíku v argonu můţe být způsobena nečistotami 
obsaţenými v plynu nebo netěsností aparatury, kterou nelze při dané konfiguraci eliminovat.  
Přehled identifikovaných systémů v jednotlivých plynech viz Tabulka 4. 
 










308 OH–systém 220–290 NO  - systém 
337 systém N2 (0 – 0) 306–310 OH–systém 
690 argonové čáry 315 systém N2 (1 – 0) 
777 čáry atomárního kyslíku 337 systém N2 (0 – 0) 
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Program pouţitý pro analýzu spekter umoţnil výpočet rotačních a vibračních teplot pro 
pracovní plyny. Tabulka 5 shrnuje získané teploty. 
Rotační teplota aproximuje těţké částice obsaţené ve výboji a přibliţně odpovídá teplotě 
neutrálního plynu. Byla odečítána ze spekter pro jednotlivé plyny. Rotační teplota argonu je 
mnohem menší, neţ je tomu v případě dusíku, coţ odpovídá výsledkům získaným při měření 
teploty mezi elektrodami pomocí termočlánku. Při měření vlivu teploty na inaktivaci 
mikroorganismů byly tedy pouţity hodnoty teplot naměřené v dusíku, protoţe u argonu je vliv 
teploty minimální. 
Vibrační teplota poskytuje informaci o úrovni excitace plazmatu. V neizotermickém 
plazmatu bývá zpravidla vyšší neţ teplota rotační. Vibrační teplota byla odečítána 
z přehledových spekter. Získané rotační teploty jsou mnohem vyšší neţ teploty vibrační, 
jedná se tedy o neizotermické plazma. 
 
Tabulka 5: Rotační a vibrační teploty pro argon a dusík. 
Plyn  Trot [K] Tvibr [K] 
Dusík – 2325,93 mW cm-3 570 ± 110 1625 ± 54 
Argon – 2725,93 mW cm-3 250 ± 8 1597 ± 263 
 
Při srovnání obou spekter je patrný rozdíl v intenzitě OH–systému v argonu a v dusíku. 
V argonu je intenzita mnohem vyšší, coţ by také mohlo vysvětlovat lepší výsledky dosaţené 
v argonu, viz kapitola 4.4. V emisním spektru dusíku byl detekován NO  molekulový pás, coţ 
prokazuje přítomnost UVC záření a jeho moţný podíl na inaktivačním procesu. Toto záření 
způsobuje vznik ozonu, narušuje buněčné struktury a zapříčiňuje destrukci DNA. Ve spektru 
argonu NO  molekulový pás detekován nebyl, i kdyţ potenciálně můţe být přítomen i zde. Ze 
spekter rovněţ vyplývá, ţe v plazmatu jsou přítomny aktivní částice. Ty jsou velmi reaktivní a 
podílí se na leptání povrchu mikroorganismů. Proces leptání je výsledkem absorpce aktivních 
částic na povrch mikroorganismů [1]. Na základě analýzy emisních spekter by tedy 
inaktivačním mechanismem mohlo být v obou plynech působení aktivních částic, v dusíku 
můţe mít vliv také UV záření a částečně také teplota. Jednotlivé mechanismy budou 
diskutovány dále. 
Vyšší efektivitu argonu popsal ve své práci také Heise [47]. Vysvětloval ji přítomností 
ArO
*
 ve spektru při vlnové délce 308 nm, nicméně toto nebylo v našem spektru 
zaznamenáno. Jako efektivnější při inaktivaci mikroorganismů byl argon v porovnání 
s dusíkem vyhodnocen také na základě předešlých experimentů [84]. 
4.2 Vliv doby expozice, pracovního plynu a hustoty plazmového výkonu na 
účinnost sterilizace 
V rámci předchozí práce [84] byl zkoumán vliv doby expozice, pracovního plynu a hustoty 
plazmového výkonu. Jako pracovní plyny byl pouţit argon a dusík. Srovnávány jsou tři 
hustoty plazmového výkonu: 2371,58 mW cm–3, 1783,94 mW cm–3, 1274,13 mW cm–3 pro 
argon a 2371,58 mW cm
–3 pro dusík. Modelovým mikroorganismem byl Bacillus subtilis, 
vzorky obsahovaly směs vitálních buněk a spor. Příprava této suspenze byla popsána v [84]. 
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Při nynějších experimentech byly pouţity jen spory. Důvodem je jejich větší odolnost vůči 
sterilizačním postupům a také to, ţe je moţné výsledky lépe srovnávat s ostatními autory, 
neboť ti také testují odolnost spor. 
  
 
Obrázek 22: Vliv doby expozice, pracovního plynu a hustoty plazmového výkonu na účinnost 
sterilizace [84]. 
 
Obrázek 22 srovnává vliv doby expozice, pracovního plynu a hustoty plazmového výkonu 
na inaktivaci mikroorganismů. Z grafu je patrné, ţe na účinnost sterilizace má pouţitý plyn 
vliv. Pro argon i pro dusík byla pouţita stejná hustota výkonu 2371,58 mW cm–3. Při 
sterilizaci v argonu bylo inaktivace všech mikroorganismů dosaţeno po 60 s, pro dusík je 
tento čas o třetinu delší, mikroorganismy byly inaktivovány aţ po 90 s vystavení účinkům 
plazmatu. V případě argonu došlo k největšímu úbytku počtu mikroorganismů během prvních 
10 s, a to o šest řádů. Pro dusík vykazuje křivka téměř lineární průběh. Důvod větší efektivity 
argonu lze najít v emisním spektru a je diskutován v kapitole 4.1. 
Dále je v grafu znázorněn vliv hustoty plazmového výkonu na efektivitu sterilizace. Výboj 
byl generován v argonu i dusíku. Z výše uvedené závislosti je patrné, ţe hustota výkonu 
ovlivňuje efektivitu sterilizace. Při hustotě 1274,13 mW cm–3 je inaktivace mikroorganismů 
pozvolná. V průběhu prvních 60 s vykazuje křivka téměř konstantní průběh. Během 90 s 
působení bylo dosaţeno redukce o čtyři řády. Byla-li sterilizace prováděna při 
1783,94 mW cm
–3, bylo stejného úbytku mikroorganismů dosaţeno jiţ po čase 10 s a počet 
přeţivších mikroorganismů v jednotlivých časech se sniţoval rychleji, coţ lze vyčíst z 
průběhu křivky. Nejrychlejšího úbytku mikroorganismů bylo dosaţeno během prvních 10 s 
působení. Z hlediska efektivity je nejvhodnější hustota výboje 2371,58 mW cm-3, při níţ byly 
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všechny mikroorganismy usmrceny za 60 s. Za 10 s byl počet mikroorganismů redukován o 
šest řádů, coţ se na křivce projevuje prudkým poklesem. Důvodem vyšší účinnosti sterilizace 
při pouţití vyššího plazmového výkonu můţe být vznik většího mnoţství reaktivních částic, 
které mají hlavní podíl na procesu inaktivace. 
Z výsledků vyplývá, ţe při stejné hodnotě plazmového výkonu vykazuje argon ve srovnání 
s dusíkem větší inaktivační schopnost, coţ je pravděpodobně způsobeno větší intenzitou OH-
systému v emisním spektru argonu. Zároveň nejvyšší míry inaktivace bylo dosaţeno při 
pouţití nejvyšší hustoty plazmového výkonu. Proto byla při následujících experimentech 
pouţita pouze nejvyšší hustota plazmového výkonu. 
4.3 Srovnání účinnosti sterilizace vitálních buněk a spor Bacillus subtilis 
Tato kapitola srovnává účinnost sterilizace vitálních buněk a spor. V předešlých 
experimentech [84] byla k přípravě vzorků pouţita suspenze obsahující vitální buňky a spory. 
Naproti tomu nyní suspenze obsahovala pouze spory. Spory bakterií jsou mnohem více 
rezistentní, tudíţ podmínky vyhovující pro inaktivaci spor budou dostačující i pro vitální 
buňky. Výsledky jsou tudíţ snadněji uveditelné do praxe a vzhledem k tomu, ţe většina 
autorů ve svých experimentech pouţívá také spory, je tu i lepší moţnost srovnání. 
 
 
Obrázek 23: Srovnání účinnosti sterilizace vitálních buněk a spor, výboj generován 
v argonu. 
 
Obrázek 23 je srovnáním inaktivačních křivek pro vzorky obsahující vitální buňky i spory 
[84] a pro spory Bacillus subtilis při výboji buzeném v argonu při hustotě plazmového výkonu 
2725,93 mW cm
–3
. V případě vitálních buněk je patrný rapidní úbytek počtu mikroorganismů 
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jiţ během 10 s, a to o šest řádů. Stejného úbytku bylo při pouţití spor dosaţeno aţ po více neţ 
210 s. Všechny vitální buňky byly usmrceny za 60 s, kdeţto v případě spor byla nutná 
expozice plazmatu po dobu 240 s, coţ je čtyřikrát delší doba neţ v případě vitálních buněk. 
Obrázek 23 potvrzuje větší odolnost spor vůči účinkům plazmatu. Spory odolávají 
extrémním fyzikálním a chemickým podmínkám, jako je UV záření, gama záření, detergenty, 
dezinfekční prostředky, teplota a tlak [22]. Tato odolnost je dána odlišnou strukturou vitálních 
buněk a spor.  
4.4 Vliv UV záření 
Co se týče vlivu UV záření na inaktivaci mikroorganismů, nejsou vědci jednotní. Heise, 
Lee a Brandenburg [47, 45, 57] mu přisuzují velký podíl na inaktivaci mikroorganismů, 
zatímco Leipold, Laroussi, Gweon, Hong, Deng [7, 46, 55, 56, 62] tento názor nesdílí a 
naopak si myslí, ţe UV záření se na inaktivačním procesu nepodlí vůbec nebo jen malou 
měrou. 
Cílem tohoto měření tedy bylo vyhodnotit podíl UV záření na inaktivaci mikroorganismů 
při pouţití naší aparatury. Vliv UV záření na inaktivaci mikroorganismů byl studován přímo 
ve výboji za pouţití křemenného sklíčka. Křemenné sklo propouští záření s vlnovými délkami 
pokrývající celou krátkovlnnou oblast UV záření. Naopak nepropouští reaktivní částice 
vznikající v plazmatu, takţe UV záření je zde spolu s teplotou jediným agens, které se podílí 




Obrázek 24: Srovnání sterilizačního účinku plazmatu a UV záření v kombinaci s teplotou při 
výboji buzeném v argonu. 
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Obrázek 24 srovnává inaktivační účinky plazmatu a UV záření spolu s teplotou při výboji 
generovaném v argonu. Při společném působení UV záření a teploty došlo během 
180 s k redukci o jeden řád, za 240 s bylo dosaţeno redukce o dva řády. Naproti tomu při 
vystavení vzorků účinkům plazmatu byl za 180 s sníţen počet mikroorganismů o dva řády a 
za 240 s došlo k inaktivaci všech mikroorganismů, tedy redukci o sedm řádů. 
Z výsledků vyplývá, ţe UV záření a teplota se na procesu inaktivace podílí jen velmi 
malou měrou. Větší efektivity sterilizace bylo dosaţeno přímo v plazmatu, kde navíc působí 
reaktivní částice. Ty by tedy mohly být hlavním mechanismem podílejícím se na inaktivaci 
mikroorganismů, jak jiţ bylo zmíněno v kapitole diagnostika. Reaktivní částice se adsorbují 
na povrch mikroorganismů a dochází k leptání povrchu [1]. Toto bylo zkoumáno pomocí 
environmentálního skenovacího mikroskopu. Volné radikály obsahující kyslík způsobují 
oxidaci buněčných částí jako je cytoplazmatická membrána, proteiny nebo DNA [37]. 
 
 
Obrázek 25: Srovnání sterilizačního účinku plazmatu a UV záření v kombinaci s teplotou na 
spory Bacillus subtilis při výboji buzeném v dusíku. 
 
Srovnání inaktivačního účinku plazmatu a UV záření s teplotou při výboji generovaném 
v dusíku je na obrázku 25. Při přímé expozici plazmatu bylo za 30 s dosaţeno redukce o dva 
řády, za 240 s o tři řády a při vystavení vzorku účinkům plazmatu po dobu 270 s bylo oproti 
původní koncentraci dosaţena redukce o čtyři řády. Při působení UV záření v kombinaci 
s teplotou bylo ve stejných časech (tedy 30, 240 a 270 s) dosaţeno redukce o jeden, dva 
respektive tři řády.  
Při pouţití dusíku jako pracovního plynu bylo při vystavení vzorků přímému působení 
plazmatu dosaţeno jen o jeden řád větší redukce neţ v případě společného působení  
 67 
UV záření a teploty. Důvodem téměř shodného inaktivačního účinku je výskyt OH–systém 
mnohem menší intenzity neţ je tomu u argonu. Vyskytuje se zde tudíţ méně reaktivních 
částic, které se podílejí na inaktivaci mikroorganismů. Ve spektru dusíku byl rovněţ 
detekován NO  molekulový pás v krátkovlnné oblasti UV záření, a mohl by přispívat 
k většímu podílu UV záření na inaktivaci oproti argonu, kde NO  molekulový pás detekován 
nebyl. 
Při porovnání vlivu UV záření v argonu a dusíku (viz Obrázek 24 a Obrázek 25) zjistíme, 
ţe v argonu bylo za 270 s dosaţeno redukce o dva řády oproti původní koncentraci 
mikroorganismů, při pouţití dusíku jako pracovního plynu byl za stejný čas sníţen počet 
mikroorganismů o tři řády. V dusíku má tedy UV záření větší příspěvek k inaktivaci 
mikroorganismů. To můţe být zapříčiněno přítomností NO  molekulového pásu v oblasti 
220–290 nm, coţ je oblast krátkovlnného UV záření (UVC). Tato oblast je důleţitá z hlediska 
destrukce DNA, vlivem záření těchto vlnových délek dochází tvorbě pyrimidinových dimerů. 
Právě krátkovlnné UV záření proniká přes křemenné sklo, které bylo při experimentu pouţito 
a můţe tedy přispívat k inaktivaci. Dominantním mechanismem v procesu inaktivace 
mikroorganismů je tedy pravděpodobně působení reaktivních částic 
Z naměřených dat vyplývá, ţe podíl UV záření na inaktivaci bakterie Bacillus subtilis 
závisí na pouţitém plynu. V argonu bylo působením UV záření dosaţeno redukce o dva řády, 
kdeţto při vystavení vzorků účinkům plazmatu bylo za stejný čas dosaţeno inaktivace všech 
mikroorganismů. Naopak pokud byl jako pracovní plyn pouţit dusík, bylo dosaţeno 2/3 
redukce co v samotném plazmatu. Výsledky však mohou být ovlivněny také tím, ţe tato 
bakterie je rezistentní vůči UV záření, proto by bylo vhodné experiment provést i s bakterií, 
která takovou rezistenci nevykazuje a výsledky porovnat.  
Podobné výsledky prezentoval také Deng, který rovněţ jako bioindikátor pouţil Bacillus 
subtilis, jako hlavní mechanismus uvádí synergický efekt nabitých a reaktivnách částic [62]. 
Gweon, Montie, Laroussi a Kelly-Wintenberg jsou téhoţ názoru jako Deng, tedy ţe  
UV záření není dominantním inaktivačním mechanismem, důleţité je působení kyslíkových a 
dusíkových radikálů [42, 43, 46, 55]. Dle Fridmana je hlavním inaktivačním mechanismem 
působení nabitých částic na mikroorganismy [53]. Zajímavé výsledky ve své práci 
prezentoval Boudam. Tvrdí, ţe volbou správné koncentrace N2O lze dosáhnout takových 
podmínek, kdy inaktivačnímu procesu dominuje UV, nebo kdy je vliv UV minimální [37]. 
Naopak Brandenburg přisuzuje UV záření velký příspěvek k inaktivaci, při svých 
experimentech dosáhl redukce sedm řádů [57]. Heise a Lee se domnívají, ţe na inaktivaci se 
podílí UV záření i reaktivní částice [47, 45]. 
Následující fotografie (Obrázek 26 a Obrázek 27) ukazují rozdíl v působení plazmatu a UV 
záření v kombinaci s teplotou. 
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Obrázek 26: Srovnání inaktivačního účinku plazmatu na spory Bacillus subtilis při výboji 
buzeném v argonu, doba působení plazmatu: 0, 120, 240 s. 
 
   
Obrázek 27: Srovnání inaktivačního účinku UV záření v kombinaci s teplotou na spory 
Bacillus subtilis při výboji buzeném v argonu, doba působení plazmatu: 0, 120, 240 s. 
 
4.5 Vliv teploty 
Pro měření vlivu teploty byly pouţity hodnoty teplot naměřené mezi elektrodami za pouţití 
dusíku jako pracovního plynu. V argonu dochází k menšímu ohřevu, coţ vedle teplot 




Obrázek 28: Srovnání sterilizačního účinku plazmatu, UV záření v kombinaci s teplotou a 
teploty na spory Bacillus subtilis při výboji buzeném v dusíku. 
 
Obrázek 28 srovnává sterilizační účinky plazmatu, teploty a UV záření v kombinaci 
s teplotou, jejíţ vliv nelze eliminovat. Při studiu vlivu teploty byl pozorován pouze velmi 
malý inaktivační účinek, za 270 s bylo dosaţeno redukce o jeden řád. Při sledování vlivu  
UV záření a teploty bylo během 270 s dosaţeno redukce o tři řády. Největší míra inaktivace 
byla dosaţena během 270 s při vystavení účinkům plazmatu. Bylo dosaţeno redukce o čtyři 
řády.  
Vliv teploty na inaktivaci spor Bacillus subtilis je tedy nepatrný. Toto ve své práci 
prezentovali také Deng a Laroussi, kteří rovněţ testovali Bacillus subtilis, respektive spory 
rodu Bacillus [46, 62]. Stejných výsledků dosáhl při pouţití Escherichia coli také Gweon 
[55]. 
Bacillus subtilis patří mezi termorezistentní mikroorganismy. Důvodem nízké míry 
inaktivace je také to, ţe na mikroorganismy bylo působeno maximálně teplotou 71 °C v čase 
do 270 s, kdeţto spory běţně odolávají teplotám 115–120 °C po dobu 15-30 minut. Tato 
vysoká rezistence spor je zapříčiněna strukturou spor, která se liší od vitálních buněk. Rozdíl 
spočívá v obsahu vody. Zatímco vitální buňka obsahuje aţ 80 % vody, spory pouze 25–30 % 
[85]. 
Escherichia coli je také poměrně termorezistentní, teplotě 60 °C odolává po dobu 
30 minut. Proto by bylo vhodné studovat vliv teploty na mikroorganismy vykazující menší 
odolnost vůči vysokým teplotám. 
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4.6 Srovnání sterilizačního účinku plazmatu na grampozitivní a 
gramnegativní bakterie 
Jako gramnegativní bakterie byla zvolena Escherichia coli, grampozitivní bakterie je 
Bacillus subtilis. Rozdíl mezi grampozitiní a gramnegativní bakterií je ve stavbě buněčné 
stěny. Hlavní sloţkou buněčné stěny gampozitivních bakterií je silná peptidoglykanová 
vrstva, která je vyplněna teichoovou kyselinou. Stěna gramnegativních bakterií se skládá z 
tenké vrstvy peptidoglykanů bez teichoové kyseliny a z tzv. vnější membrány, jeţ obsahuje 
fosfolipidy, strukturní i enzymové proteiny, lipoproteiny a lipopolysacharidy [19]. Rozdílné 
sloţení buněčné stěny má za následek také různou odolnost vůči vnějším vlivům, mezi něţ 
patří také účinky plazmového výboje. Vzhledem k tenké vrstvě peptidoglykanů je stěna 
gramnegativních bakterií také méně pevná. Dalším důvodem menší odolnosti 
gramnegativních bakterií vůči působení nabitých částic můţe být rozdíl v členitosti buněčné 
stěny. Rozpad buněk můţe být důsledkem akumulace nabitých částic na membráně, coţ je 
prokázáno pouze pro gramnegativní vegetativní bakterie s nerovnoměrným povrchem. 
Nepravidelnosti vytvářejí malé poloměry zakřivení, na nichţ dochází k nahromadění náboje 
[37]. Tuto teorii potvrdil Laroussi ve svých experimentech s gramnegativní bakterií 
Escherichia coli a grampozitivní bakterií Bacillus subtilis [44]. 
 
 
Obrázek 29: Srovnání sterilizačního účinku plazmatu na spory Bacillus subtilis a vitální 
buňky Escherichia coli při výboji generovaném v argonu.  
 
Obrázek 29 srovnává sterilizační účinek plazmatu na grampozitivní (Bacillus subtilis) a 
gramnegativní (Escherichia coli) bakterie. Výboj byl buzen v argonu. Escherichia coli má 
tenčí buněčnou stěnu neţ Bacillus subtilis, proto je citlivější vůči nabitým částicím a 
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radikálům. Srovnáním obou inaktivačních křivek však nejsou patrné extrémně velké rozdíly 
v expozičních časech nutných pro inaktivaci všech přítomných mikroorganismů. U obou 
křivek došlo během 30 s k redukci o dva řády a dále byl průběh téměř konstantní. Prudký 
úbytek počtu mikroorganismů nastal aţ po 180 s. U bakterie Escherichia coli bylo 
k inaktivaci potřeba vystavení účinkům plazmatu po dobu 210 s, v případě bakterie Bacillus 
subtilis byla tato doba jen o 30 s delší, tedy 240 s. 
Podobnými experimenty se zabývali také Hong, Xu, Poiata a Kostov [56, 59, 60, 64]. 
Kostov a Xu pouţili jako grampozitivní bakterii Staphylococcus aureus a provedli srovnání 
s gramnegativní bakterií Escherichia coli. V obou případech měly inaktivační křivky podobný 
průběh a časy nutné k inaktivaci nebyly výrazně odlišné, přesto byla Escherichia coli 
inaktivována v kratším čase [59, 64]. Srovnání v citlivosti bakterií Bacillus subtilis a 
Escherichia coli nalezneme v pracích Honga a Poiaty. Zde je rozdíl mezi grampozitivní a 
gramnegativní bakteríí zřejmý, k úplné inaktivaci musel Hong vystavit Bacillus subtilis třikrát 
delšímu působení plazmatu v porovnání s časem nutným pro inaktivaci Escherichia coli [56]. 
Poiata vyhodnocoval inhibiční zóny a i zde se Escherichia coli ukázala citlivější vůči 
účinkům plazmatu, inhibiční zóny byly aţ dvakrát větší neţ v případě Bacillus subtilis [60]. 
V experimentech však byly pouţity jiné podmínky a pracovní plyny, často s příměsí kyslíku, 
takţe v plazmatu vznikalo více volných radikálů, proto i inaktivace byla účinnější, zejména 
v případě Escherichia coli, na jejíţ membráně pak dochází k akumulaci nabitých částic, 
v důsledku čehoţ nastává lyze bakteriální buňky.  
Obrázek 30 porovnává vzorky Escherichia coli, jeţ byly vystaveny účinkům 
dielektrického bariérového výboje po dobu 0, 120 a 210 s. Sterilizační účinek lze srovnat se 
vzorky Bacillus subtilis (Obrázek 26) vystavené stejným podmínkám působení plazmatu. 
 
   
Obrázek 30: Srovnání sterilizačního účinku plazmatu na bakterii Escherichia coli při výboji 
generovaném v argonu po dobu 0, 120 a 210 s. 
 
4.7 SEM 
 Pomocí environmentální skenovací mikroskopie byl sledován vliv působení plazmatu 
jednak na buněčnou stěnu spor Bacillus subtilis, jednak na nosný materiál. 
Pro studium vlivu plazmatu na spory Bacillus subtilis byl pouţit vzorek, který účinkům 
plazmatu vystaven nebyl, obsahoval tedy nepoškozené spory. Druhý vzorek byl vystaven 
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účinkům plazmatu po dobu 240 s, tedy po dobu, kdy jiţ všechny mikroorganismy byly 
inaktivovány, spory tedy byly vlivem účinků plazmatu poškozeny. 
 
   
Obrázek 31: Spory Bacillus subtilis před vystavení účinkům DBD a po 240 s působení výboje 
generovaného v argon, ionizační detektor, 20000× zvětšeno. 
 
Obrázek 31 je srovnáním spory bakterie, která nebyla vystavena účinkům plazmatu se 
sporou vystavenou působení DBD po dob 240 s. Spora, jeţ nebyla účinkům plazmatu 
vystavena, má hladkou buněčnou stěnu, bez známek poškození. Naproti tomu u spory 
vystavené účinkům DBD je znatelné mírné poškození buněčné stěny, buněčná stěna není 
zcela hladká a jsou na ní patrné nerovnosti a vypoukliny. Toto ovšem neodpovídá výsledku, 
který byl očekáván na základě studií jiných autorů. Na snímcích, které ve svých pracích 
zveřejnili Raballand, Heise, Deng nebo Kostov je poškození buněčné stěny bakterií více 
patrné [83, 47, 62, 64]. To však můţe být zapříčiněno také tím, ţe někteří autoři uvádějí 
snímky bakterie Staphylococcus aureus, která je oproti Bacillus subtilis méně odolná [60]. 
Dalším důvodem můţe být také pouţití směsi plynů, Raballand pouţil jako pracovní plyn 
argon a argon s příměsí kyslíku. V případě pouţití směsi plynů je na SEM snímcích poškození 
buněčné stěny mnohem zřetelnější [83]. Hong, Xu a Kostov [56, 59, 64] uvádějí SEM snímky 
gramnegativní bakterie Escherichia coli. Poškozen buněčné stěny je zde mnohem viditelnější 
neţ na našich snímcích Bacillus subtilis, ale tento rozdíl je způsoben odlišnostmi mezi 
gramnegativními a grampozitivními bakteriemi. 
I přesto jsou snímky SEM důkazem poškození buněčné stěny bakterie Bacillus subtilis, 
které je zapříčiněno působením reaktivních částic generovaných v plazmatu. Důsledkem 
jejich působení je leptání buněčné stěny bakterií.  
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Obrázek 32: Struktura papíru před působením DBD a po vystavení účinkům plazmatu 
buzeného v argonu po dobu 240 s, ionizační detektor, 1000× zvětšeno. 
 
Při studiu vlivu DBD na nosný materiál, čili papír, byla analyzována struktura filtračního 
papíru Whatman 1, na němţ byly naneseny vzorky (Obrázek 32). U papíru, jenţ nebyl 
vystaven působení plazmatu, jsou ve struktuře patrná hladká vlákna celulózy. Při pozorování 
struktury papíru, jeţ byl vystaven působení DBD po dobu 240 s nejsou na vláknech patrny 
změny, vlákna jsou stále hladká. To podporuje tvrzení, které publikovali Laguardia a Vohrer, 
tedy ţe plazmová sterilizace by potenciálně mohla být vyuţita k péči o archiválie [13, 14]. 
Laguardia zkoumal vliv působení plazmatu na papír při dekontaminačním procesu 
v plazmatu. Bylo dosaţeno redukce mikroorganismů a při pouţití směsi kyslíku a vodíku jako 
pracovního plynu bylo dosaţeno rovněţ vyšší stability papíru. Nicméně chemickou analýzou 
bylo zjištěno, ţe vlivem působení plazmatu došlo k drobným chemickým změnám na povrchu 
[13]. Vohrer pouţil vodíkové plazma a dosáhl zvýšená stability papíru o 20 %. Rovněţ dospěl 
k závěru, ţe inaktivace a zároveň zvýšení stability papíru můţe být dosaţeno ve vodíkovém 
plazmatu, ale pouţití kyslíku jako pracovního plynu je efektivnější. Při pouţití kyslíku však 
rapidně klesá pevnost v tahu [14]. 
Obrázek 32 dokládá, ţe působení výboje buzeného v argonu v našem uspořádání 
experimentu nemá na strukturu papíru ţádné destruktivní účinky a plazmová sterilizace by 
mohla být vyuţita k péči o archiválie. Je však nutné provést další testy mechanických a 
optických vlastností papíru, vystavit papír podmínkám umělého stárnutí a teprve potom lze 
s jistotou říci, zda má působení plazmatu nějaký vliv na vlastnosti papíru. 
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5 ZÁVĚR 
Cílem diplomové práce bylo studium dílčích inaktivačních mechanismů uplatňujících se 
při sterilizaci prokaryotních systémů v dielektrickém bariérovém výboji. Účinnost sterilizace 
byla hodnocena s ohledem na UV záření, teplotu a aktivní částice. Byly studovány sterilizační 
účinky teploty a UV záření. Výsledky dosaţené pro jednotlivá agens byly srovnány s 
výsledky získanými při synergickém působení všech agens přítomných ve výboji. Jako 
modelové mikroorganismy byly pouţity grampozitivní bakterie Bacillus subtilis a 
gramnegativní bakterie Escherichia coli. Rovněţ bylo provedeno srovnání efektivity 
sterilizace grampozitivních a gramnegativních bakterií a srovnání účinnosti sterilizace spor 
Bacillus subtilis a směsi spor a vitálních buněk. U Escherichia coli byl studován pouze vliv 
plazmatu na inaktivaci bakterie při výboji generovaném v argonu. Pomocí optické emisní 
spektroskopie byla provedena diagnostika plazmatu. Účinky plazmatu na buněčnou stěnu 
bakterie Bacillus subtilis a vliv na strukturu nosného média byly zkoumány pomocí skenovací 
elektronové mikroskopie.  
V teoretické části jsou popsány prokaryotní mikroorganismy a to, jak je ovlivňuje vnější 
prostředí. Dále jsou zde rozebrány standardní sterilizační postupy a plazmová sterilizace.  
U plazmové sterilizace je popsána její historie, princip plazmové sterilizace a hlavní 
mechanismy podílející se na inaktivaci mikroorganismů. Rovněţ jsou popsány analytické 
metody pouţívané k vyhodnocení experimentů, tedy optická emisni spektroskopie a 
skenovací elektronová mikroskopie.  
Experimentální část je věnována popisu mikroorganismů pouţívaných při experimentech, 
principu dielektrického bariérového výboje a popisu samotného experimentu. Dosaţené 
výsledky byly hodnoceny z několika hledisek. 
Vliv UV záření byl studován za pouţití křemenného skla, které propustí celou 
krátkovlnnou oblast UV záření, nepropustí však reaktivní částice. Ve výboji nelze oddělit 
působení teploty. Při výboji generovaném v argonu byly u vzorků vystavených účinkům 
plazmatu po dobu 240 s inaktivovány všechny mikroorganismy. Při společném působení UV 
záření a teploty bylo za stejnou dobu dosaţeno inaktivace o dva řády. Z toho vyplývá, ţe UV 
záření a teplota se na procesu inaktivace podílí jen nepatrně. Při pouţití dusíku jako 
pracovního plynu bylo při vystavení vzorků přímému působení plazmatu dosaţeno jen o jeden 
řád větší redukce neţ v případě společného působení UV záření a teploty. Z naměřených dat 
vyplývá, ţe podíl UV záření na inaktivaci bakterie Bacillus subtilis závisí na pouţitém plynu. 
Toto bylo podpořeno také analýzou emisních spekter jednotlivých plynů. Na základě této 
analýzy by tedy inaktivačním mechanismem mohlo být v obou plynech působení aktivních 
částic, v dusíku můţe mít vliv také UV záření a částečně také teplota. 
Příspěvek teploty k procesu inaktivace byl s ohledem na teploty naměřené pomocí 
termočlánku i vypočtené rotační teploty zkoumán pouze v dusíku, neboť v argonu je vliv 
teploty minimální. Vzorky v termostatu byly vystaveny teplotám shodným s teplotami 
naměřenými pomocí termočlánku mezi elektrodami. Při studiu vlivu teploty byl pozorován 
pouze velmi malý inaktivační účinek, za 270 s bylo dosaţeno redukce o jeden řád. Příspěvek 
teploty k procesu inaktivace je tedy jen nepatrný.  
Rovněţ byl srovnán sterilizační účinek plazmatu na grampozitivní a gramnegativní 
bakterie. Výboj byl generován v argonu. Srovnáním obou inaktivačních křivek však nejsou 
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patrné extrémně velké rozdíly v expozičních časech nutných pro inaktivaci všech přítomných 
mikroorganismů. U bakterie Escherichia coli bylo k inaktivaci potřeba vystavení účinkům 
plazmatu po dobu 210 s, v případě bakterie Bacillus subtilis byla tato doba jen o 30 s delší, 
tedy 240 s. Přestoţe byla vzhledem k morfologickým odlišnostem očekávána větší citlivost 
gramnegativní Escherichia coli, experimentálně se toto potvrdit nepodařilo.  
V návaznosti na předchozí práci byl také srovnán sterilizační účinek dielektrického 
bariérového výboje u vitálních buněk a spor bakterie Bacillus subtilis. Bylo potvrzeno, ţe 
spory jsou mnohem více rezistentní. Zatímco při pouţití vzorků obsahujících spory i vitální 
buňky Bacillus subtilis bylo inaktivace všech mikroorganismů dosaţeno po 60 s, v případě 
pouţití spor je nutné čtyřikrát delší působení plazmatu. Při pouţití modelových organismů ve 
formě spor jsou získané výsledky snadněji uveditelné do praxe a vzhledem k tomu, ţe většina 
autorů testuje rovněţ spory, je tu i lepší moţost srovnání. 
Pomocí environmentální skenovací mikroskopie byl sledován vliv působení plazmatu 
jednak na buněčnou stěnu spor Bacillus subtilis, jednak na nosný materiál. Byly srovnány 
vzorky, které nebyly vystaveny účinkům plazmatu a vzorky po 240 s působení dielektrického 
bariérového výboje generovaného v argonu. Spora, jeţ nebyla účinkům plazmatu vystavena, 
jevila hladkou buněčnou stěnu bez známek poškození. Naproti tomu u spory vystavené 
účinkům DBD je znatelné mírné poškození buněčné stěny, buněčná stěna není zcela hladká a 
jsou na ní patrné nerovnosti a vypoukliny. Při studiu vlivu DBD na nosný materiál, byla 
analyzována struktura papíru, na němţ byly naneseny vzorky. U papíru, jenţ nebyl vystaven 
působení plazmatu jsou ve struktuře patrná hladká vlákna celulózy. Při pozorování struktury 
papíru, jeţ byl vystaven působení DBD po dobu 240 s nejsou na vláknech patrny změny, 
vlákna jsou stále hladká. Snímky SEM jsou důkazem poškození buněčné stěny v důsledku 
působení reaktivních částic, naopak při námi pouţitém experimentálním uspořádání nemá 
DBD ţádný vliv na struktutu papíru.  
Z výsledků výše uvedených experimentů je patrné, ţe plazma je při vhodně zvolených 
podmínkách efektivní metoda sterilizace. Plazmová sterilizace má značné výhody oproti 
standardním metodám, nachází uplatnění v mnoha oblastech lidské činnosti jako je 
potravinářství, zdravotnictví, textilní průmysl, péče o archiválie a mnoho dalších. K uvedení 
do praxe je však nutné tuto metodu nadále testovat na co nejvíce mikroorganismech i 
materiálech a navrhnout takové experimnetální uspořádání a optimalizovat pracovní 
podmínky, aby bylo moţné plazmovou sterilizaci běţně pouţívat. 
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SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
aw, aH2O – vodní aktivita 
CDBD – kaskádový dielektrický bariérový výboj 
CPE – capillaries plasma electrode discharge 
CFU – colony forming units – kolonie tvořící jednotku 
DBD – dielektrický bariérový výboj 
DC – stejnosměrné napětí 
DNA – deoxyribonukleová kyselina 
EtO – ethylenoxid 
FE-DBD - floating electrode dielectric barrier discharge – DBD s pohyblivou elektrodou 
HSP – heat shock proteink – teplotně šokové proteiny 
IR – infračervené 
MPA – masopeptonový agar 
MRSA – methicilin rezistentní Staphylococcus aureus 
OAUGDP – one atmosphere uniform glow discharge plasma 
OES – optická emisní spektroskopie 
PE – polyethylen 
PET – polyethylenterftalát 
RDB – odporový bariérový výboj 
RF – radiofrekvenční 
SEM – skenovací elektronová mikroskopie 
UV – ultrafialové 
UVC – krátkovlnné ultrafialové záření 
VIS – viditelné 
VN – vysokonapěťový 
VOC – těkavé organické sloučeniny 
VUV – vacuum UV 
 
 
